Habilitation à diriger des recherches by Monteuuis, Olivier
Mémoire 
présenté à 
l'Université Blaise Pascal 
(Clermont-Ferrand 11) 
pour obtenir 
l'Habilitation à Diriger 
des Recherches 
par 
Olivier MONTEUUIS 
Soutenu publiquement le 1er Octobre 1999 devant la Commission d'Examen 
composée de: 
M. Georges DUCREUX, Rapporteur 
M. Jean-Michel FAVRE, Rapporteur 
M. Michel GENDRAUD, Rapporteur 
M. Daniel CORNU, Examinateur 
M. Claude EDELIN, Examinateur 
M. André FRANCLET, Examinateur 
M. Gilles PETEL, Examinateur 
Mémoire 
présenté à 
l'Université Blaise Pascal 
(Clermont-Ferrand 11) 
pour obtenir 
l'Habilitation à Diriger 
des Recherches 
par 
Olivier MONTEUUIS 
Soutenu publiquement le 1er Octobre 1999 devant la Commission d'Examen 
composée de: 
M. Georges OUCREUX, Rapporteur 
M. Jean-Michel FAVRE, Rapporteur 
M. Michel GENDRAUD, Rapporteur 
M. Daniel CORNU, Examinateur 
M. Claude EDELI N, Examinateur 
M. André FRANCLET, Examinateur 
M. Gilles PETEL, Examinateur 
Je tiens à remercier l'ensemble des membres du Jury, et plus 
particulièrement MM. les Rapporteurs, pour avoir accepté de Juger ce 
travail. 
Je sais gré à l'Association Forêt Cellulose (A. FO. CEL), l'Université Blaise 
PASCAL, l'Université du Minnesota, le CIRAD-Forêt et lnnoprise 
Corporation Sdn Bhd pour m 'avoir fait bénéficier des conditions 
d'environnement qui ont contribué à l'accomplissement de ce travail. 
SOMMAIRE GÉNÉRAL 
1. Curriculum vitae 
Il. Encadrement scientifique et technique 
111. Expertises 
IV. Congrès scientifiques internationaux 
V. Liste exhaustive des publications 
VI. Résumé des activités de Recherche 
VI 1. Synthèse des travaux de Recherche 
VIII. Annexe: Principales publications scientifiques internationales 
1. CURRICULUM VITAE 
Nom MONTEUUIS 
Prénom : Olivier 
Date de naissance: 2 Juin 1957 
Nationalité: 
Situation familiale : 
Adresse actuelle : 
Française 
Marié, deux enfants nés en 1990 et 1993 
Cl RAD-Forêt 
Campus de Baillarguet 
BP 5035 
34032 MONTPELLIER Cedex 1 
FRANCE 
Tel : 04-6759 3787 (Bureau) 
04-6759 3751 (Secrétaire) 
04-6766 6966 (Privé) 
Fax: 04-6759 3733/55 
Email : monteuuis@cirad .fr 
LANGUES ETRANGERES: Anglais , Allemand . 
FORMATION: 
- Ingénieur horticole 
Diplômé en 1980 de l'Ecole Nationale des Ingénieurs des 
Techniques Horticoles et du Paysage (ENITHP) d'Angers. 
- D.E.A. de Biologie et Physiologie végétales 
Diplômé en 1984 de l'Université Blaise Pascal de Clermont-
Ferrand ; 
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Thème de Recherche: Etude de la multiplication végétative 
de Sequoiadendron giganteum en vue du clonage. 
- Doctorat d'Etablissement en Biologie et Physiologie végétales 
STAGES: 
Diplômé en 1988 de l'Université Blaise Pascal de Clermont-
Ferrand ; 
Sujet de Thèse: Aspects du clonage de séquoias géants 
(Sequoiadendron giganteum) jeunes et âgés: Culture in vitro 
d'extrémités végétatives apicales; Comparaison des deux 
types de matériels. 
- Serres et pépinières privées: 
1978 - 1979 : * Ets Richard (France) 
* Pépinières Agrapart (France) 
* Taille de vergers palissés (France) 
1979 * Pépinières Delbard International (France) 
1982 * Pépinières Euro-Baumschule R. Schmidt (Allemagne) 
- Centre de Recherche : 
- 1980 : * Institut National de la Recherche Agronomique (INRA) 
Sujet d'Etude: Applications de la culture ,n vitro à 
l'amélioration des arbustes ornementaux: 
Optimisation des milieux de culture in vitro 
. Traitements mutagènes 
EXPERIENCES PROFESSIONNELLES: 
- 1982 - 1987 * Responsable de la pepm1ere expérimentale et de 
production de l'Association Forêt-Cellulose (AFOCEL) à 
Marvejols (Lozère) . 
* Responsable du Programme AFOCEL "Résineux 
divers" incluant: 
!'Amélioration génétique 
les Méthodes culturales 
- 1988 - Février. 1991 * Directeur Adjoint de la station de Biotechnologies 
Forestières de l'AFOCEL (Etançon , France) , spécialisé 
dans les techniques de rajeunissement en vue du 
clonage conforme de génotypes sélectionnés âgés, et 
dans la production de plants forestiers : 
- en laboratoire de culture in vitro: 
Culture de méristèmes 
Microgreffage de méristèmes 
Micropropagation 
Rhizogenèse 
Acclimatation des vitroplants produits 
- en pépinière d'expérimentation et de production: 
Gestion et conduite technique de serres et de 
pépinières modernes (plants hors-sols) ; 
Conditionnement physiologique des pieds-mères; 
Propagation par graines , greffage , marcottage 
et bouturage ; 
Acclimatation , sevrage et élevage de plants 
issus de culture in vitro et de techniques 
horticoles plus classiques . 
- Mars 1991 - Avril 1997: * Directeur du Laboratoire commun ICSB/CIRAD-
Forêt de Biotechnologies Forestières de Tawau 
(Sabah , Malaisie orientale , lie de Bornéo) . 
Principales réalisations : Mise au point de protocoles 
adaptés à la culture in vitro de: 
# Ca/amus manan, C. subinermis et C. merrillii 
(Rotins) , incluant l'embryogenèse somatique; 
# Tectona grandis (teck) : production clonale industrielle 
à partir de génotypes sélectionnés âgés; 
# Acacia mangium, A. auriculiformis et hybrides 
inters pécifiq ues; 
# Paraserianthes fa/cataria . 
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* Appui au projet commun ICSB/CIRAD-Forêt 
"Production de plants améliorés" au Sabah (Malaisie 
orientale , île de Bornéo) . 
Principales réalisations : Mise au point de techniques 
pour la production de matériels génétiquement 
améliorés pour: 
# Tectona grandis (teck) : multiplication clonale 
industrielle par bouturage horticole de génotypes 
sélectionnés âgés; 
# Acacia mangium, A. auricu/iformis et hybrides 
interspécifiques: marcottage, greffage et bouturage; 
# Swietenia macrophylla . 
# Diverses espèces locales .. . 
- Depuis Mai 1997: * Spécialiste de la multiplication végétative et du 
clonage conforme de génotypes sélectionnés au 
sein du programme Arbres et Plantations du 
Cl RAD-Forêt. 
Il. ENCADREMENT SCIENTIFIQUE 
ET TECHNIQUE 
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La liste des personnes encadrées sur le plan scientifique et technique 
figure dans l'ordre chronologique ci-après , en précisant pour chacune le nom et 
le prénom, le statut social, le niveau d'études, la période, le lieu et la 
thématique. 
DUTEL Roland, étudiant, dernière année de BTS forestier, Mars à Juin 1987, 
pépinière expérimentale AFOCEL de Marvejols (Lozère) , régénération à 
partir de semis, de Sequoiadendron giganteum de différentes origines 
génétiques. 
FERRET Bernard, étudiant, dernière année de BTS forestier, Mars à Juin 
1987, pépinière expérimentale AFOCEL de Marvejols (Lozère) , régénération 
à partir de semis, de Calocedrus decurrens de différentes origines 
génétiques. 
GOUBIER Pascal, étudiant, dernière année de BTS forestier, Mai à Juillet 
1987, pépinière expérimentale AFOCEL de Marvejols (Lozère), bouturage 
herbacé de Metasequoia glyptostroboÎdes. 
PEZET Catherine, étudiante, dernière année d'IUT de Biologie, Juillet à Août 
1987, pépinière expérimentale AFOCEL de Marvejols (Lozère), bouturage 
herbacé de Metasequoia glyptostroboÎdes. 
DUMAS Elisabeth, technicienne à l'Association Forêt Cellulose (AFOCEL), 
première année de BTS de chimie , Avril 1988 à Février 1991 , station 
de biotechnologies AFOCEL de l'Etançon (Seine et Marne), microgreffage 
et microbouturage de Pinus pinaster. 
ROBERT Solange, étudiante, dernière année de l'ENITH , Avril à Août 1989, 
station de biotechnologies AFOCEL de l'Etançon (Seine et Marne), 
enracinement de microboutures de Pinus pinaster. 
SCHNEIDER Joan, étudiante, Bachelor of Science, Février et Mars 1991 , 
Septembre 1991 , Mai 1992, Laboratoire du département forestier de 
l'université du Minnesota (U .S.A.), microgreffage et culture de méristèmes 
de Pinus strobus. 
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HAZARD Laurent, Coopérant Service National (CSN), D.E.A., Avril à Décembre 
1991 , Unité Plant lmprovement and Seed Production , Luasong, Sabah, 
Malaisie , multiplication végétative de Tectona grandis , Acacia mangium, 
Octomeles sumatrana, Anthocephalus chinensis et Endospermum peltatum. 
POUPARD Christophe, Coopérant Service National (CSN), ingénieur du 
GREF , Janvier 1992 à Mars 1993, Unité Plant lmprovement and Seed 
Production , Luasong, Sabah, Malaisie, multiplication végétative de Tectona 
grandis, Acacia mangium, et Kaya ivoirensis. 
McGILL Gail, étudiante, Bachelor of Science, Mai 1993 et Mai 1994, 
Laboratoire du département forestier de l'université du Minnesota (U .S.A.) , 
microgreffage et culture de méristèmes de Pinus strobus. 
VALLAURI Daniel, Coopérant Service National (CSN), D.E.A. , Mars 1993 à 
Juillet 1994, Unité Plant lmprovement and Seed Production , Luasong , 
Sabah , Malaisie, multiplication végétative de Tectona grandis et Acacia 
mang,um. 
BONAL Damien, Coopérant Service National (CSN), Ingénieur des Travaux 
Agricoles et Master of Forestry, Septembre 1994 à Décembre 1995, 
Unité Plant lmprovement and Seed Production , Luasong , Sabah , Malaisie, 
multiplication végétative par bouturage, enracinement et acclimatation de 
vitroplants de Tectona grandis, micropropagation de Acacia mangium. 
GOH Doreen, responsable pour lnnoprise Corporation Sdn Bhd du Plant 
Biotechnology Laboratory, PhD en biologie moléculaire, Septembre 
1995 à Mars 1996, Plant Biotechnology Laboratory, Tawau , Sabah , 
Malaisie, micropropagation de Calamus spp. , Tectona grandis et Acacia 
mang1Um. 
DEWASME Coralie, étudiante, Licence de Physiologie Végétale Appliquée, 
Juin à Août 1998, Laboratoire de Génétique du CIRAD-Forêt (Baillarguet, 
Hérault) , micropropagation de clones hybrides Acacia mangium X Acacia 
auriculiformis et Eucalyptus urophyl/a X Eucalyptus grandis; essai de 
caractérisation par marquage moléculaire. 
CAMBILLAU Laurence, étudiante, DEUG Sciences de la Vie , Mars à Juillet 
1999, Laboratoire de Génétique du CIRAD-Forêt (Baillarguet, Hérault) , 
aptitude in vitro à la multiplication et à la rhizogenèse adventive de 
clones hybrides Acacia mangium ~ Acacia auricu/iformis; utilisation des 
marqueurs moléculaires à des fins de caractérisation du matériel végétal. 
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Ill. EXPERTISES 
- 6 - 14 Mai 1989: Unité d'Afforestation Industrielle du Congo - UAIC -
(Congo) : "Remédier aux problèmes de perte d'aptitude au clonage 
conforme et de variabilité intra-clonale résultante dans les 
plantations industrielles d'Eucalyptus" 
- 17 Février - 2 Mars 1991: Université du Minnesota, Laboratoire du Prof. 
W.P. HACKETT (Minnesota, USA): "Rajeunissement d'arbres âgés 
en vue de leur clonage conforme, via les techniques de culture in 
vitro" 
- 29 Août - 6 Sept. 1991 : Université du Minnesota, Laboratoire du Prof. W.P. 
HACKETT (Minnesota, USA): "Rajeunissement d'arbres âgés en vue 
de leur clonage conforme, via les techniques de culture in vitro" 
- 8 - 12 Janvier 1992: Eurasia and United Corporation (Indonésie): 
"Proposition de projet pour la production clonale industrielle de 
Kapokiers" 
- 14 - 18 Janvier 1992: Agency for Forest Research & Development 
(Indonésie): "Perspectives en matière d'Amélioration des espèces 
forestières proposées" 
- 27 Avril - 1 Mai 1992: Forest Research & Development Centre (FROC 
Bogor) et Perum Perhutani (Indonésie) : "Perspectives en matière 
d'Amélioration génétique, sylviculture et techniques de propagation 
des espèces forestières proposées" 
- 12 - 22 Mai 1992: Université du Minnesota, Laboratoire du Prof. W.P. 
HACKETT (Minnesota , USA) : "Rajeunissement d'arbres âgés en 
vue de leur clonage conforme, via les techniques de culture in 
vitro" 
- 16 - 27 Novembre 1992: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
(Philippines) : "Mission d'identification d'un projet de Biotechnologies 
Forestières aux Philippines" 
8 
- 8 - 10 Mars 1993: Soon Hua Seng Group (Thaïlande): "Mission de 
prospection concernant une éventuelle collaboration en matière de 
propagation végétative horticole et in vitro, plus spécialement pour 
Eucalyptus camadulensis" 
- 10 - 24 Avril 1993: Philippine Council for Agriculture, Forestry and Natural 
Resources Research and Development (PCARRD), Paper 
lndustry Corporation of the Philippines (PICOP) et Provident 
Tree Farm Inc (PTFI) (Philippines): "1ère mission d'identification 
d'un projet de Biotechnologies Forestières aux Philippines" 
- 4 - 14 Mai 1993: Université du Minnesota, Laboratoire du Prof. W.P. 
HACKETT (Minnesota, USA): "Rajeunissement d'arbres âgés en 
vue de leur clonage conforme. via les techniques de culture in 
vitro" 
- 18 - 30 Octobre 1993: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD), 
Department of Environmental and Natural Resources (DENR), 
FAO-FORTIP Regional Meeting (Philippines): "2ièf'!le '1 mission 
d'identification d'un projet de Biotechnologies Forestières aux 
Philippines" 
- 15 - 20 Novembre 1993: PT. ITCI Hutani Manunggal (PT IHM) (Indonésie): 
"Mission d'identification en vue d'une possible coopération avec le 
CIRAD-Forêt en matière d'Amélioration génétique d'espèces 
forestières à croissance rapide et de plantations industrielles" 
- 20 - 23 Décembre 1993: Forest Research lnstitute of Malaysia (FRIM) 
(Malaisie Péninsulaire): "Mission d'identification en vue d'une 
possible coopération scientifique avec le CIRAD-Forêt en matière 
d'Amélioration génétique d'espèces forestières de bois précieux" 
- 5 - 17 Mars 1994: Philippine Council for Agriculture, Forestry and Natural 
Resources Research and Development (PCARRD), Department 
of Environmental and Natural Resources (DENR) et Bukidnon 
Forest incorporated (BFI) (Philippines): "3ième · m1ss1on 
d'identification d'un projet de Biotechnologies Forestières aux 
Philippines" 
- 17 - 27 Mai 1994: Université du Minnesota, Laboratoire du Prof. W.P. 
HACKETT (Minnesota, USA): "Rajeunissement d'arbres âgés en 
vue de leur clonage conforme. via les techniques de culture in 
vitro" 
- 8 - 16 Novembre 1994: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
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(Philippines) : "Mission de suivi de l'évolution du projet de 
Biotechnologies Forestières aux Philippines" 
1 - 10 Décembre 1994: Projet LIKSINNINAPRAM de plantations 
industrielles d'espèces forestières à croissance rapide pour la 
pâte et le papier (Vietnam): "Evaluation du projet et intérêt de 
développer des plantations clonales" 
- 28 Mars - 1 Avril 1995: P.T. KEAWOOD INDUSTRIES (Singapore/lndonesia): 
"Intérêt de mise en oeuvre de techniques performantes modernes 
pour la production de plants améliorés dans le secteur de 
Pekanbaru (Sumatra)" 
- 1 - 5 Mai 1995: Projet LIKSINNINAPRAM de plantations industrielles 
d'espèces forestières à croissance rapide pour la pâte et le 
papier (Vietnam): "Techniques de clonage adaptées à Acacia 
mangium et Eucalyptus sp." 
- 21 Août - 11 Septembre 1995: lndian Council of Forestry Research and 
Education (ICFRE) (Inde): "Expertise UNDP/FAO dans le domaine 
de la Culture ln Vitro et Biotechnologies associées pour les 
espèces forestières. " 
- 13 - 23 Décembre 1995: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
(Philippines): "Conseils pour l'installation d'un Laboratoire de 
Biotechnologies Forestières à Los Banos." 
- 5 - 12 Mai 1996: Forest Department of Sri Lanka (Sri Lanka): "Expertise 
UNDP/FAO (FORTIP) dans le domaine des techniques de 
Multiplication Végétative adaptées aux espèces forestières 
d'importance majeure pour le Sri Lanka." 
- 19 - 25 Mai 1996: PT INTIDAYA AGROLESTARI (INAGRO) (Indonésie): 
''Techniques de multiplication végétative in vivo et in vitro pour la 
propagation clonale d'espèces arborescentes fruitières et 
forestières." 
- 11 - 16 Mars 1997: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
(Philippines): "Mission de suivi de l'évolution du projet de 
Biotechnologies Forestières aux Philippines" 
- 26 Septembre - 3 Octobre 1997: Ambassade de France à Kuala Lumpur 
(Malaisie) et à Jakarta (Indonésie): "Expertise gouvernementale sur 
les feux d'Asie du Sud-Est" 
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- 28 Novembre - 7 Décembre 1997: Forest Department of Sri Lanka (Sri 
Lanka) :"Mission de formation UNDP/FAO (FORTIP) sur la 
multiplication végétative d'espèces forestières d'importance majeure 
pour le Sri Lanka. " 
- 8 - 21 Décembre 1997: Projet commun lnnoprise Corporation Sdn Bhd 
(ICSB)/Cirad-Forêt "Plant Biotechnology Laboratory" - PBL -
(Sabah, Malaisie orientale): "Récolte et conditionnement de matériel 
végétal à partir de tecks sélectionnés en vue de leur 
micropropagation clonale in vitro: appui au projet PBL" 
- 22 - 25 Septembre 1998: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
(Philippines): "Mission technique pour l'installation d'un laboratoire 
de Biotechnologies Forestières à Los Banos." 
- 25 Septembre - 8 Octobre 1998: Communauté Européenne - CEE -, DG1 B 
(Vietnam): "Expertise de projets forestiers tropicaux financés par la 
CEE/DG1 B au Vietnam." 
- 8 - 17 Octobre 1998: Philippine Council for Agriculture, Forestry and 
Natural Resources Research and Development (PCARRD) 
(Philippines): "2ième mission d'identification pour un projet de 
Biotechnologies Forestières aux Philippines." 
- 18 - 24 Octobre 1998: Forest Science lnstitute of Vietnam, Forest Seed 
& Planting Material Enterprise, Haivuong joint Stock Co - nouvel 
acquéreur des plantations LIKSIN-VINAPRAM -, (Vietnam): "Mission 
CIRAD-Forêt d'identification d'actions de collaboration au Vietnam." 
- 17 - 25 Mars 1999: Tecal Nuevo S.A. et CATIÉ (Costa Rica) : "Expertise 
pnvee sur les techniques de multiplication et plantations 
industrielles de Teck." 
- 24 Avril - 11 Mai 1999: Projet commun lnnoprise Corporation Sdn Bhd 
(ICSB)/Cirad-Forêt "Plant Biotechnology Laboratory" - PBL -
(Sabah, Malaisie orientale) : "Mission d'appui scientifique et 
technique aux projets PBL et PISP" 
IV. CONGRÈS SCIENTIFIQUES 
INTERNATIONAUX 
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- 16 - 20 Septembre 1985: Symposium: "ln vitro problems related to mass 
propagation of horticultural plants." Gembloux, Belgique. 
Poster, résumé et publication. 
- 23 Mai 1986: 3rd Meeting of Belgian Plant Tissue Culture Group. Izel-
sur-Semois, Belgique. 
Poster. 
- 1 O - 14 Août 1987: Symposium: "Plant micropropagation in horticultural 
industries." Arlon , Belgique. 
Poster, publication et communication orale. 
- 19 - 21 Septembre 1988: Symposium Moet-Hennessy 1988: "Les stratégies 
de sélection face aux technologies modernes." Versailles, 
France. 
Poster et publication. 
- 25 - 30 Septembre 1988: Symposium International sur la Physiologie des 
Arbres Forestiers. Nancy, France. 
Poster, résumé et publication. 
- 28 Novembre - 3 Décembre 1988: IUFRO - Thailand Conference: "Breeding 
Tropical Trees." Pattaya, Thaïlande. 
Publication et communication orale. 
- 25 Juin - 8 Juillet 1989: Nato Advanced Study lnstitute on Molecular Basis 
of Plant Aging. Oviedo, Espagne. 
Publication et communication orale. 
- 24 - 25 Octobre 1989: Xe Colloque IAPTC: "Cinquantenaire de la culture 
in vitro chez les végétaux." Versailles, France. 
Poster et publication. 
- 24 - 29 Juin 1990: VIIe International Congress on Plant Tissue and Cell 
Culture. Amsterdam, Pays-Bas. 
Poster et communication orale. 
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- 14 -18 Septembre 1992: IUFRO - AFOCEL Symposium: "Mass Production 
Technology for Genetically lmproved Fast Growing Forest Tree 
Species." Bordeaux, France. 
Publication et communication orale. 
- 1 - 9 Décembre 1992: FAO - UNDP Regional Symposium: "Recent 
Advances in Mass Clonai Multiplication of Forest Trees for 
Plantation Programmes." Bogor, Indonésie. 
Publication et communication orale. 
- 28 Novembre - 1 Décembre 1994: 810-REFOR / IUFRO-SPDC 4th 
International Workshop: "Bio-Re/afforestation in the Asia-Pacific 
Region". Kangar, Perlis, Malaisie. 
Publication et communication orale. 
- 26 - 29 Janvier 1999: Regional Seminar on "Site, Technology and 
Productivity of teak Plantations." Chiang Mai, Thaïlande. 
Publication et communication orale .. 
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Les travaux de Recherche entrepris visent à analyser les facteurs 
physiologiques limitant l'efficacité de la multiplication végétative, afin de tirer le 
meilleur profit des techniques de propagation asexuée pour améliorer la qualité 
génétique des plants forestiers produits à des fins de reboisements industriels. 
Le bouturage horticole permet d'évaluer les capacités rhizogènes des 
boutures, condition sine qua non de réussite, en tachant de distinguer l'influence 
respective des facteurs endogènes et des paramètres environnementaux. De 
nombreux essais sur différentes espèces arborescentes ont révélé en effet que 
les taux d'enracinement étaient susceptibles de varier considérablement en 
fonction de la période de bouturage, du niveau de prélèvement intra-individu , de 
l'identité génétique du matériel végétal et surtout de son âge. 
Ces aspects ont été plus spécifiquement mis en évidence sur 
Sequoiadendron giganteum, dans le cadre de la thématique de recherche d'un 
Diplôme d'Etudes Approfondies , suivi d'une thèse de Doctorat d'Etablissement, 
sur le clonage de cette espèce à travers différentes techniques de propagation 
végétative . 
Le greffage de portions végétatives plus réduites sur des porte-greffes 
juvéniles stimule globalement les potentialités organogènes du matériel âgé 
greffé, confirmant certaines présomptions ou hypothèses en la matière. 
La poursuite du travail en conditions in vitro a permis de mieux contrôler 
les paramètres environnementaux, tout en travaillant sur des structures 
végétatives de plus en plus réduites . La mise au point d'une méthodologie de 
microbouturage adaptée à la micropropagation perpétuée de génotypes juvéniles 
et âgés s'inscrit dans cette optique. Les observations inhérentes indiquent une 
influence très nette de l'état physiologique, variable au cours du temps, et du 
degré de maturité des explants sur leurs potentialités organogènes . Les cas de 
rajeunissements constatés - par référence au témoin juvénile - au fil des 
subcultures in vitro , bien que plus prononcés qu 'en conditions horticoles , 
demeurent éphémères et partiels. La possibilité de miniaturiser les explants s'est 
concrétisée par la mise au point d'une technique originale de microgreffage de 
points végétatifs caulinaires de 200 à 400µ m (0 ,2 à 0,4mm) sur de jeunes 
semis in vitro . Parallèlement, plusieurs milliers de méristèmes primaires 
caulinaires ont été introduits in vitro sur des milieux de culture synthétiques 
après en avoir défini la composition et la méthodologie adaptées. 
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Des diverses techniques de propagation végétative appliquées, seule la 
culture in vitro de méristèmes excisés a conduit à l'obtention d'une lignée 
"mériclonale" - issue d'un seul méristème - de plantes rajeunies, à partir 
d'explants prélevés lors du débourrement sur le génotype centenaire d'origine. 
Le caractère probant de ce rajeunissement a pu être confirmé au niveau 
morphologique, organogénique et attesté au niveau biochimique par le marqueur 
de juvénilité "J16". De récentes informations indiquent que cette lignée rajeunie 
se comporte toujours, après plusieurs années en conditions in vitro ou après 
acclimatation ex vitro , comme le témoin juvénile. 
La complexité et les multiples aspects des phénomènes de changement 
de phase des espèces arborescentes, considérés principalement par rapport à 
leur incidence sur les capacités organogéniques, nous ont incités à développer 
des moyens d'investigation multi-disciplinaires. Cette démarche, à partir d'un 
matériel expérimental bien défini, avait pour but d'identifier des indices fiables 
nécessaires à une bonne caractérisation du phénomène de maturation. En 
fonction de leur nature, ces marqueurs pourraient ensuite guider la recherche 
de l'origine du phénomène, de son déterminisme. 
Les premières analyses biochimiques peroxydases, polyphénols, 
nucléotides - ont confirmé les présomptions basées sur des observations 
morphologiques et organogéniques, à savoir l'existence d'une grande 
hétérogénéité dans l'espace et dans le temps. Le caractère éminemment 
fluctuant de certains composés réfute objectivement leur fiabilité en tant que 
marqueur du degré de maturité. La prise de conscience de cette variabilité, et 
l'adoption de protocoles expérimentaux définis en conséquence, ont permis de 
constater, lors du débourrement, l'existence de similitudes flagrantes au niveau 
des extrémités caulinaires végétatives entre le matériel juvénile et âgé. Ces 
similitudes ont pu être observées pour plusieurs critères. 
L'ensemble de ces résultats, dont le plus démonstratif demeure l'obtention 
de la lignée mériclonale rajeunie, tend à créditer l'hypothèse selon laquelle la 
miniaturisation peut être considérée comme "une condition nécessaire mais non 
suffisante pour le rajeunissement" . Ceci du fait de "fenêtres" ou "créneaux" 
"d'état de compétence physiologique" d'autant plus restreints d'un point de vue 
spatio-temporel que le sujet "tête de clone" est développé, donc âgé. 
La poursuite du travail sur d'autres conifères tels que Pinus pinaster et 
Sequoia sempervirens a contribué à élargir la vision de la thématique à d'autres 
espèces. Dans le même esprit, la méthodologie du microgreffage in vitro a pu 
être adaptée avec succès à Pseudostuga menziesii, Picea abies et Pinus 
pinaster. Chez cette dernière espèce, le degré de maturité de plants régénérés 
par différentes vitrométhodes a pu être analysé à partir d'indices 
morphologiques. 
L'approche analytique multi-disciplinaire du phénomène de changement de 
phase orientée sur les extrémités apicales, et les compétences technologiques 
développées à cette fin , sont à l'origine de la collaboration avec l'équipe du 
Professeur HACKETI de l'Université du Minnesota (U .S.A.) sur la thématique 
du rajeunissement de Pinus strobus. Ce projet a notamment favorisé la mise au 
point de techniques de microgreffage in vitro novatrices, tant sur le plan 
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conceptuel que technique, non publiées, contrairement aux travaux sur la culture 
in vitro de méristèmes. La meilleure réactivité en culture, là encore, est obtenue 
lorsque les méristèmes sont prélevés durant le débourrement. 
Les travaux sur la thématique de l'aptitude à la multiplication végétative 
en relation avec le degré de maturité du matériel végétal sélectionné se sont 
poursuivis en zone subéquatoriale, sur des espèces forestières tropicales. De 
nombreux essais de pépinière ont confirmé pour des essences de reboisement 
telles que le Teck (Tectona grandis), le bien-fondé de réduire le développement 
de l'appareil caulinaire par rapport au système racinaire pour favoriser la 
rhizogenèse adventive, permettant la propagation clonale par bouturage industriel 
de génotypes âgés. Par ailleurs, l'hétéroblastie d'Acacia mangium a été mise 
à profit pour tester dans quelle mesure la morphologie foliaire pouvait être 
considérée comme un indice fiable de l'aptitude à l'enracinement de cette 
espèce. Des essais de greffage in vivo et de microgreffage in vitro menés en 
parallèle sur le même matériel ont montré l'intérêt, en termes de taux de 
réussite, de la miniaturisation du greffon lorsque celui-ci provient de sujets âgés. 
Les conditions de culture in vitro ont été surtout mises à profit pour développer 
une technique de micropropagation industrielle de clones de Teck âgés, 
introduits en conditions axéniques sous forme d'explants mononodaux ou de 
méristèmes. Afin de garantir le maximum de conformité clonale, la 
micropropagation par bourgeonnement axillaire a été privilégiée. 
Cette voie n'était pas envisageable pour les espèces de rotins 
monocaules à intérêt commercial majeur pour le projet. Nous nous sommes 
dans ce cas précis intéressés aux possibilités offertes par l'embryogenèse 
somatique, qui a pu être obtenue à partir de sujets juvéniles. Des études histo-
cytologiques ont confirmé l'origine embryogénique et somatique des plantules 
régénérées, dans le cas de Calamus manan notamment. 
Dès l'origine, des collaborateurs d'origines diverses ont été associes aux 
travaux de recherches. Les nouvelles connaissances ont été mises à profit au 
fur et à mesure de leur acquisition pour orienter un certain nombre d'étudiants 
stagiaires ou de techniciens vers des pistes de recherches novatrices, tout en 
bénéficiant de leur vision spontanée de la problématique. Cette démarche a été 
appliquée à différentes espèces et diverses technologies, en fonction des 
contextes, aussi bien en France, et aux USA qu'au Sabah. Une attention toute 
particulière a été également portée à la valorisation, sous forme de publications 
en commun, des résultats novateurs obtenus. 
Mots clés: âge, bouture, changement de phase, clonage, culture in vitro, 
espèce forestière, marqueur, méristème, microgreffage, multiplication 
végétative, rajeunissement. 
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1. INTRODUCTION 
L'intérêt de la multiplication végétative des espèces forestières à des fins 
de recherche ou appliquées est universellement reconnu (Monteuuis 1988, 
1989a). Cette forme de propagation asexuée permet de dupliquer, théoriquement 
de manière indéfinie, des génotypes sélectionnés. Elle peut s'appliquer, en 
fonction des situations, à un mélange d'individus "en vrac" , sans distinguer les 
génotypes, ou à la propagation clonale de génotypes bien individualisés 
(Monteuuis 1985, Monteuuis et Nasi 1992, Nasi et Monteuuis 1992, Monteuuis 
1993, Nasi et Monteuuis 1993). 
Plusieurs techniques de multiplication végétative sont envisageables en 
fonction de la réactivité organogène du matériel végétal convoité, en conditions 
horticoles ou de culture in vitro, comme illustré Figure 1. 
Les principaux résultats personnels obtenus dans le domaine de la 
multiplication végétative de différentes espèces forestières de régions tempérées 
et tropicales forment la base du présent document. 
Dans un deuxième temps, ces résultats constituent les éléments de la 
discussion axée sur les phénomènes de changements phase et la compétence 
à la reproduction végétative chez les Arbres. 
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2. PRINCIPAUX RÉSULTATS 
DE MULTIPLICATION VÉGÉTATIVE 
21. TECHNIQUES HORTICOLES DE MACROPROPAGATION 
211. Bouturage 
Le bouturage est une technique de multiplication végétative horticole dont 
le succès est subordonné à la néoformation de racines adventives à partir d'un 
fragment de pousse - "ramet" pour les forestiers - prélevé sur un individu 
d'origine poussant in situ - "ortet" pour les forestiers - ou d'un pied-mère 
spécialement cultivé à cette fin . 
Cette aptitude à la rhizogenèse adventive peut varier en fonction de 
facteurs propres au matériel végétal considéré, ou facteurs "endogènes", et de 
facteurs extérieurs, dits "exogènes", susceptibles d'interagir. Ces aspects ont été 
analysés sur différentes espèces. 
Influence de facteurs endogènes 
Génotype 
L' influence du génotype, autrement dit l"'effet clonai", sur le taux 
d'enracinement des boutures a été mise en évidence chez plusieurs 
espèces de conifères de régions tempérées, plus précisément: 
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Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1985), Cupressus arizonica 
(Monteuuis et Bailly 1987), Sequoia sempervirens (Monteuuis et al 1987b) 
et Metasequoia glyptostroboïdes (Monteuuis et al 1988). Ce même effet 
s'exerce aussi sur des espèces feuillues du Sud-Est Asiatique telles que: 
Anthocephalus chinensis (Monteuuis 1993) et Tectona grandis, affectant 
également le nombre et la longueur des racines néoformées par bouture 
enracinée chez cette dernière espèce (Monteuuis et al 1995b) 
Etat physiologique 
Les différences de résultats au bouturage observées chez plusieurs 
espèces en fonction de la date de prélèvement des boutures suggèrent 
une influence non négligeable de l'état physiologique du matériel végétal 
sur ses capacités à la rhizogenèse adventive (Monteuuis 1985, Monteuuis 
et al 1987b, Poupard et al 1994, Monteuuis et al 1995a). Cette 
hypothèse est d'autant plus fondée que le matériel végétal se trouve 
dans des stades d'activité physiologique différents, par exemple repos 
végétatif et débourrement, ou croissance active (Monteuuis et Bailly 1987, 
Monteuuis et Pagès 1987, Monteuuis et al 1988). 
Dans les conditions expérimentales précisées, il est vraisemblable que les 
paramètres environnementaux aient également un effet, en fonction 
notamment des variations saisonnières mentionnées ci-après. 
Age 
L'incidence négative de l'âge croissant de l'individu - la germination de 
la graine constituant l'origine temporelle de référence pour les sujets issus 
de semis - sur lequel sont prélevées les boutures sur leur taux 
d'enracinement a été confirmée chez Sequoiadendron giganteum 
(Monteuuis 1985) et Acacia mangium (Poupard et al 1994, Monteuuis et 
al 1995a). L'effet sur le nombre et la longueur des racines néoformées 
est moins évident, chez cette dernière espèce du moins (Poupard et al 
1994, Monteuuis et al 1995a). 
Niveau de prélèvement intra-individu 
Les études de bouturage menées sur Sequoiadendron giganteum 
(Monteuuis 1985) et Pinus sylvestris (Monteuuis et Pagès 1987) 
notamment, ont permis de vérifier que les boutures prélevées le plus près 
possible de l'appareil racinaire de l'individu d'origine s'enracinent mieux 
que celles provenant de niveaux de prélèvement supérieurs, plus éloignés 
du pôle racinaire. 
Cette influence du niveau de prélèvement des boutures sur le taux 
d'enracinement a été affinée relativement à l'ordre de ramification à partir 
de jeunes plants de Metasequoia glyptostroboides (Monteuuis et al 1988). 
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Position intra-raméa/e 
Les boutures de "bois sec" de Metasequoia glyptostroboïdes (Monteuuis 
et al 1988) et les boutures "en vert" d'Anthocephalus chinensis (Monteuuis 
1993) provenant de la partie apicale des rameaux s'enracinent dans de 
plus faibles proportions que leurs homologues de la partie proximale. 
Chez Octomeles sumatrana et Endospermum peltatum, les résultats 
chiffrés exprimant cette même tendance peuvent être controversés du fait 
de la mortalité importante des boutures "de tête" terminales , dans les 
conditions de bouturage stipulées, par rapport aux boutures "de noeud' 
sous-jacentes (Monteuuis 1993). Le fait que cette mortalité des boutures 
terminales s'atténue au fur et à mesure de l'amélioration de l'aptitude au 
bouturage du matériel végétal "mobilisé", et que ces boutures de tête 
s'enracinent finalement préférentiellement aux autres traduit bien le 
caractère endogène du phénomène (Monteuuis 1993). 
Chez Acacia mangium au contraire, on observe un gradien: 
d'enracinement intra-raméal croissant acropète en ce qui concerne les 
proportions d'enracinement et le nombre moyen de racines néoformées 
par bouture enracinée pour des semis de 6 mois des individus de 6 ans 
recépés (Poupard et al 1994). 
L'aptitude supérieure à l'enracinement des boutures "de tête" avec 
bourgeon terminal par rapport aux boutures "de noeud" a été mise er 
évidence également chez Sequoia sempervirens, surtout pour les pousses 
orthotropes (Monteuuis et al 1987b) et chez Tectona grandis (Monteuuis 
et al 1995b). 
Morphologie des pousses 
Chez Sequoiadendron giganteum, les boutures s'enracinent d'autant mieux 
que leur morphologie foliaire s'apparente au type juvénile. Il a ainsi été 
possible d'établir une bonne corrélation (r=0,88) de type régressior 
linéaire entre la longueur de la partie libre des feuilles en alène et le 
pourcentage d'enracinement des boutures (Monteuuis 1985). 
Les boutures d'axes, sans bourgeon terminal , de Sequoia sempervirens 
provenant de pousses orthotropes se bouturent plus difficilement que 
celles provenant de pousses plagiotropes (Monteuuis et al 1987b). 
Chez Metasequoia glyptostroboides (Monteuuis et al 1988), les rameaw· 
à destinée caduque, bien distincts morphologiquement de leurs 
homologues pérennants, s'enracinent dans de plus faibles proportions e: 
produisent moins de racines néoformées que ceux-ci (Monteuuis et a· 
1988). 
Chez Acacia mangium, espèce hétéroblastique, des boutures ne porta : 
que des phyllades, morphologie foliaire de type mature, peuven: 
manifester les mêmes capacités rhizogènes que celles à morphologie de 
type juvénile caractérisée par des feuilles juvéniles composées (Monteuuis 
et al 1995a). 
Enfin, chez Tectona grandis, la morphologie des pousses a une influence 
déterminante sur leur pourcentage d'enracinement, le nombre et la 
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longueur des racines néoformées par bouture enracinée (Monteuuis et al 
1995b). 
Influence de facteurs exogènes 
Conditionnement du matériel végétal destiné à être bouturé. 
* Le fait de placer des tronçons de branches de Tectona grandis ages 
en conditions de bouturage stimule la production de pousses axillaires. 
Celles-ci présentent une aptitude à la rhizogenèse adventive 
significativement supérieure à celle des pousses prélevées directement sur 
l'ortet in situ (Monteuuis et al 1995b). 
* Le recépage d'Acacia mangium matures en conditions in situ peut 
permettre la production de rejets de souches. Les boutures issues de ces 
rameaux présentent une capacité à l'enracinement adventif supérieur à 
celles prélevées dans la base du houppier d'individus de mêmes 
caractéristiques, et ce du point de vue du pourcentage d'enracinement, 
du nombre et de la longueur des racines néoformées (Monteuuis et al 
1995a). 
* Le prélèvement de boutures à partir de pieds-mères améliore l'aptitude 
à la rhizogenèse adventive du matériel végétal , par rapport au 
prélèvement directement sur l'ortet in situ. Cet effet bénéfique sur le 
pourcentage d'enracinement a pu être mis en évidence dès la première 
génération de "mobilisation", par bouturage chez Sequoiadendron 
giganteum (Monteuuis 1985), puis Octomeles sumatrana (Monteuuis 1993), 
et par greffage sur Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1985). 
Le taux d'enracinement des boutures est amélioré par les opérations de 
tailles et autres pincements "en vert" réitérés sur des pieds-mères cultivés 
de façon intensive. Cela a pu être vérifié notamment chez Octomeles 
sumatrana (Monteuuis 1993) et sur Tectona grandis, relativement à la 
périodicité des opérations (Monteuuis et al 1995b) 
La technique du bouturage "en cascade" (Monteuuis 1985, Monteuuis et 
Bailly 1987, Monteuuis et al 1987b, Monteuuis et al 1988), schématisée 
Figure 2, permet par ailleurs d'accroître les pourcentages d'enracinement 
et le nombre de racines adventives produites chez Octomeles sumatrana 
(Monteuuis 1993). 
Préparation des boutures 
Chez Sequoia sempervirens, la présence du bourgeon terminal favorise 
l'enracinent des boutures (Monteuuis et al 1987b ). 
En fonction des espèces et du type de bouturage , le nombre de 
bourgeons, lié à la longueur de la bouture, peut influer sur son 
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Figure 2. Schéma explicatif de la technique de bouturage "en cascade": les 
boutures de la génération n sont prélevées sur leurs homologues, plantables, 
de la génération n-1 (tiré de Monteuuis et al 1987b). Cette méthode diffère des 
récoltes de boutures réitérées à partir d'un seul pied-mère pratiquées 
classiquement. 
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enracinement. Ainsi , des boutures de "bois sec" de Metasequoia 
g/yptostroboides avec 6 bourgeons, soit 3 noeuds, s'enracinent en plus 
grandes proportions et produisent plus de racines néoformées que leurs 
homologues plus courtes comptant seulement 2 ou 4 bourgeons -
respectivement 1 et 2 noeuds (Monteuuis et al 1988). 
Par ailleurs, le fait d'entailler superficiellement la base des boutures chez 
Sequoia sempervirens (Monteuuis et al 1987b) et Metasequoia 
g/yptostroboides (Monteuuis et al 1988) lors de leur préparation augmente 
les taux d'enracinement. 
Substances rhizogènes 
L'effet du traitement de la base des boutures par des substances 
rhizogènes s'avère globalement positif sur les taux d'enracinement pour 
Cupressus arizonica (Monteuuis et Bailly 1987), Sequoia sempervirens 
(Monteuuis et al 1987b), et Metasequoia glyptostroboides (Monteuuis et 
al 1988). Les observations réalisées sur Sequoia sempervirens (Monteuuis 
et al 1987b) notamment, suggèrent que cet effet bénéfique peut 
néanmoins varier en fonction de la nature de la substance rhizogène 
appliquée, de l'espèce, voire du génotype (clone) et de la période de 
bouturage. 
Sur Endospermum peltatum, et plus particulièrement sur Octomeles 
sumatrana, les trois composés rhizogènes appliqués ont permis 
d'augmenter le pourcentage d'enracinement, le nombre moyen et la 
longueur des racines néoformées par bouture enracinée par rapport au 
témoin non traité, avec des différences néanmoins selon la nature du 
composé (Monteuuis 1993). 
L'influence bénéfique des substances rhizogènes exogènes sur le 
pourcentage d'enracinement et nombre moyen de racines néoformées par 
bouture a pu être observée chez Acacia mangium (Poupard et al 1994), 
et confirmée pour le dernier critère par une seconde étude (Monteuuis et 
al 1995a). 
Substrat de bouturage 
L'influence du substrat de bouturage sur le pourcentage d'enracinement 
des boutures a pu être confirmée notamment sur Cupressus arizonica 
(Monteuuis et Bailly 1987), Pinus sy/vestris (Monteuuis et Pagès 1987) et 
Metasequoia glyptostroboïdes (Monteuuis et al 1988). 
Variations saisonnières 
En conditions de serre à Marvejols (Lozère), les pourcentages 
d'enracinement de boutures de Pinus sy/vestris (Monteuuis et Pagès 
1987), Cupressus arizonica (Monteuuis et Bailly 1987), Sequoia 
sempervirens (Monteuuis et al 1987b), Metasequoia glyptostroboides 
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(Monteuuis et al 1988) varient au cours de l'année, avec les saisons. 
Même en zone intertropicale (4 ° de latitude nord) , les variations 
saisonnières ténues de photopériode pourraient être à l'origine des 
différences significatives de pourcentage d'enracinement, de nombre et de 
longueur de racines néoformées pour des boutures d 'Acacia mangium 
(Monteuuis et al 1995a) . 
Interactions entre facteurs sus-cités 
Génotype X Variations saisonnières 
Chez Sequoia sempervirens (Monteuuis et al 1987b) et chez Metasequoia 
glyptostroboides (Monteuuis et al 1988), les différences interclonales de 
pourcentage d'enracinement varient en fonction de la période de 
bouturage, illustrant, en dépit d'analyse statistique, des interactions 
"génotype X variations saisonnières". Ces interactions sont particulièrement 
évidentes chez Metasequoia glyptostroboides, selon que l'on considère le 
bouturage de "bois sec" durant le repos végétatif, ou le bouturage 
herbacé en pleine période de végétation . 
Age X Substances rhizogènes 
L'interaction entre l'âge du matériel végétal et l'effet du traitement 
rhizogène relativement au pourcentage d'enracinement des boutures a été 
clairement établi chez Acacia mangium notamment (Poupard et al 1994). 
Position intra-raméa/e X Conditionnement du matériel végétal 
Les résultats obtenus sur Octomeles sumatrana indiquent une interaction 
entre la position intra-raméale in situ de la bouture et les générations 
successives de bouturage "en cascade" des pieds-mères, en ce qui 
concerne la mortalité , le pourcentage d'enracinement et le nombre de 
racines néoformées (Monteuuis 1993) . 
Morphologie des pousses X Variations saisonnières 
Le pourcentage d'enracinement, le nombre et la longueur des racines 
néoformées observés pour trois types morphologiques bien distincts de 
boutures de rejets d'Acacia mangium varient de façon significativement 
différente en fonction de la période de bouturage (Monteuuis et al 1995a). 
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Conditionnement du matériel végétal X Substances rhizogènes 
Les résultats de bouturage relatifs au pourcentage d'enracinement et au 
nombre de racines néoformées par bouture enracinée chez Octomeles 
sumatrana traduisent une interaction entre le conditionnement du matériel 
végétal d'où proviennent les boutures, et les traitements rhizogènes 
appliqués (Monteuuis 1993). Cette interaction a été établie de façon plus 
rigoureuse pour les mêmes critères d'enracinement chez Acacia mangium 
(Monteuuis et al 1995a) 
Substances rhizogènes X Variations saisonnières 
Les différences de pourcentage d'enracinement entre traitements 
rhizogènes pour des boutures de Pinus sylvestris (Monteuuis et Pagès 
1987) et Sequoia sempervirens (Monteuuis et al 1987b) varient en 
fonction des saisons. L'interaction entre le traitement rhizogène et la 
période de bouturage a pu être mise en évidence en zone inter-tropicale 
pour des boutures d'Acacia mangium en ce qui concerne le taux 
d'enracinement et la longueur des racines néoformées (Monteuuis et al 
1995a). 
Substrat de bouturage X Variations saisonnières 
En conditions de serre à Marvejols, les taux d'enracinement de boutures 
de Pinus sylvestris varient différemment d'un substrat de bouturage à un 
autre en fonction des saisons (Monteuuis et Pagès 1987). 
Observations relatives au matériel bouturé 
Chez certaines espèces à dimorphisme foliaire prononcé entre la phase 
juvénile et mature, la reprise de croissance des boutures enracinées à 
l' issue de la mobilisation de matériel âgé peut s'accompagner d'une 
réversion de la morphologie foliaire vers le type juvénile. Ce phénomène 
relativement fugace et variable en intensité d'une bouture à l'autre, a pu 
être observé notamment chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 
1984, 1985), chez Cupressus arizonica et Cupressus dupreziana 
(Monteuuis et Bailly 1987), et chez Sequoia sempervirens (Monteuuis et 
al 1987b). En outre, les nouvelles pousses présentent des potentialités 
organogènes, capacité à la rhizogenèse adventive notamment, supérieures 
à celles du matériel âgé d'origine. Cet aspect a été clairement mis en 
évidence sur Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1985) et différentes 
espèces tropicales (Monteuuis 1993). 
L'effet bénéfique de la mobilisation par bouturage sur l'aptitude à la 
néoformation de racines à partir de génotypes sélectionnés âgés a 
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largement été mis à profit dans la pratique (Monteuuis et Bailly 1987, 
Monteuuis et al 1987b, Monteuuis 1993, Monteuuis et al 1995b) 
212. Greffage 
Le greffage peut être utilisé pour multiplier végétativement des génotypes 
inaptes à la rhizogenèse adventive, donc au bouturage. Il est mis à profit 
notamment pour la mobilisation de génotypes âgés pour lesquels les boutures 
ne s'enracinent pas (voir Figure 1 et Monteuuis 1985, Monteuuis et Bailly 1987, 
Monteuuis et Pagès 1987). 
L'influence de plusieurs facteurs sur le devenir des greffons de 
Sequoiadendron giganteum et Acacia mangium essentiellement a été testée, 
donnant lieu aux observations suivantes. 
Influence de différents facteurs 
Génotypes greffés 
Le greffage de différents génotypes de Sequoiadendron giganteum sur un 
clone de porte-greffes de Sequoia sempervirens se traduit par un taux de 
réactivité et une croissance inférieurs des greffons, par rapport aux 
homogreffes (Monteuuis 1985). 
Le suivi de greffes de Sequoiadendron giganteum centenaires met en 
évidence des différences interclonales de cinétique d'allongement des 
greffons, en l'absence d'effet génotypique significatif sur les taux de 
reprise (Monteuuis 1984 ). 
Age de l'ortet 
L'effet négatif de l'âge croissant de l'ortet d'origine d'où proviennent les 
greffons sur les premières phases d 'allongement des greffes a pu être 
observé chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1984). 
Sur Acacia mangium, cet effet se ressent très nettement sur le succès 
au greffage, avec des résultats moyens 0% et 49% respectivement pour 
des individus de 3 ans et des semis de 6 mois de la même orig ine 
(Monteuuis 1995b). 
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Hauteur de greffage 
Chez Sequoiadendron giganteum, la proximité de l'appareil racinaire du 
porte-greffe, sans effet significatif sur le taux de succès au greffage, 
stimule néanmoins l'allongement de greffons provenant d'individus 
centenaires (Monteuuis 1985). 
Longueur du greffon 
Toujours chez Sequoiadendron giganteum, nous avons pu mettre en 
évidence que la croissance de greffons de 4 cm de long en moyenne 
provenant d'individus centenaires était significativement supérieure à celle 
de greffons de même origine mais mesurant 7 cm en moyenne, bien que 
ceux-ci soient greffés plus près du système racinaire des porte-greffes 
que ceux-là (Monteuuis 1984, 1985). 
Cet aspect a été plus particulièrement étudié à partir d'Acacia mangium 
de 3 ans pour lesquels le fait de réduire la taille du greffon de 5 à 7cm 
de long à 400µ m fait varier les taux de réussite au greffage 
respectivement de O à 46% (Monteuuis 1995b ). 
Observations relatives au matériel greffé 
Les observations réalisées sur Sequoiadendron giganteum principalement 
(Monteuuis 1984, 1985), et de façon plus ponctuelle sur Cupressus 
dupreziana (Monteuuis et Bailly 1987), ont permis de constater, lors de 
la reprise de croissance du matériel greffé, un certain rajeunissement de 
la morphologie foliaire par référence au témoins juvénile. L'intensité du 
phénomène reste très variable malgré tout d'une greffe à l'autre, et en 
fonction des espèces. Ainsi , chez Acacia mangium, les nombreuses 
homogreffes de matériel à morphologie mature, caractérisée par la 
présence exclusive de phyllades, sur de jeunes porte-greffes n'ont pas 
induit une quelconque réversion de la morphologie foliaire vers le type 
juvénile. 
Les homogreffes de mobilisation de Sequoiadendron giganteum centenaires 
sur de jeunes porte-greffes ont permis d'améliorer significativement, en sus 
du rajeunissement morphologique évoqué précédemment, l'aptitude à la 
rhizogenèse adventive des génotypes greffés (Monteuuis 1984, 1985). Ce 
dernier point revêt une importance particulière par rapport aux possibilités 
de clonage par bouturage. Par contre, le fait de réitérer l'opération "en 
cascade" dans les mêmes conditions n'améliore pas significativement la 
réactivité organogène du matériel âgé greffé, par rapport aux greffes de 
mobilisation de première génération (Monteuuis 1984). 
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22. TECHNIQUES IN VITRO DE MICROPROPAGATION 
221. Microbouturage 
Le microbouturage s'apparente dans le principe au bouturage, mais les 
portions d'axes végétatifs manipulées sont beaucoup plus petites - explants de 
5 à 20mm généralement - et cultivées in vitro en conditions axéniques et 
environnement contrôlé. Le milieu de culture in vitro permet en outre la 
croissance des explants en l'absence de racines. 
Le succès du microbouturage dépend étroitement de la mise en oeuvre 
de protocoles adaptés aux espèces concernées, tout en étant conscient que leur 
réactivité est susceptible de varier sous l'influence de facteurs endogènes. 
Ces aspects sont abordés ci-après. 
Mise au point de protocoles: influence de facteurs exogènes 
L'étude de protocoles de microbouturage a permis d'appréhender, en sus 
des informations bibliographiques disponibles, les perspectives offertes 
dans ce domaine pour un certain nombre d'espèces arborescentes 
forestières. Le but est de définir des conditions de culture in vitro 
stimulant l'organogenèse, plus précisément le bourgeonnement axillaire -
meilleur garant de conformité génotypique -, la croissance, et bien 
évidemment, en phase ultime, l'enracinement adventif dont dépend le 
succès à l'acclimatation (Monteuuis et Bon 1987). 
Les travaux entrepris en ce sens ont permis d'établir des protocoles 
adaptés au microbouturage de génotypes juvéniles de âgés de 
Sequoiadendron giganteum jusqu'à la phase d'enracinement in vitro , plus 
particulièrement étudiée (Monteuuis et Bon 1986). Cet aspect a été 
également privilégié en ce qui concerne le microbouturage de Sequoia 
sempervirens (Bon et al 1994) et de Pinus pinaster (Dumas et Monteuuis 
1995), où les effets bénéfiques respectifs de l'obscurité et du charbon 
actif, entre autres, sur la rhizogenèse in vitro ont été mis à profit. 
Dans un autre contexte, il a paru fondé d'essayer d'améliorer les 
protocoles de micropropagation adaptés à Acacia mangium et 
Paraserianthes falcataria , vu l'importance économique de ces essences 
pour le Sud-Est asiatique (Monteuuis et Nasi 1992, Nasi et Monteuuis 
1993). A cette fin, l'étude a privilégié l' influence des macroéléments et 
des régulateurs de croissance sur les capacités organogènes in vitro , au 
niveau de l'appareil caulinaire essentiellement, de ces deux espèces 
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(Bon et al 1998). La méthodologie en vigueur jusqu'alors avait malgré 
tout permis de micropropager durant trois ans des clones juvéniles et 
âgés d'Acacia mangium (Bon et Monteuuis 1996), et d'étudier 
l'enracinement in vitro de ce matériel , stimulé par l'obscurité et l'addition 
d'auxine dans le milieu (Monteuuis, en préparation). A ce jour, l'ensemble 
de ces activités est demeuré à une échelle expérimentale. 
En revanche, sur Tectona grandis, la mise au point de protocoles in vitro 
délibérément simples en mettant à profit des installations de pépinière 
adaptées pour l'enracinement (Banal et Monteuuis 1997), a engendré la 
production industrielle de plusieurs dizaines de milliers de vitroplants. de 
teck (Tectona grandis) au Sabah (Malaisie orientale), dans le nord de 
Bornéo (Monteuuis 1995a, Goh et Monteuuis 1997, Monteuuis et al 1998). 
Influence de facteurs endogènes 
Etat physiologique 
Les variations d'état physiologique semblent constituer l'hypothèse la plus 
plausible pour interpréter les écarts d'accroissement en hauteur et de 
pourcentages d'enracinement de microboutures de Sequoiadendron 
giganteum cultivées in vitro en conditions d'environnement stable 
(Monteuuis 1985, Monteuuis et Bon 1986, Monteuuis et al 1987a). Il 
semble même que ces fluctuations d'allongement puissent varier en 
fonction de la composition minérale du milieu de culture in vitro 
(Monteuuis 1988). 
Les dosages connexes de composés phénoliques 
l' influence de l'état physiologique du matériel 
l'expression de ses potentialités organogènes (Bon 
Monteuuis et al 1987a). 
réalisés accréditent 
micropropagé sur 
et Monteuuis 1986, 
Les différences de capacités organogènes observées dans des conditions 
d'environnement stabilisées de culture in vitro chez d'autres espèces 
(Bon et al 1994, Dumas et Monteuuis 1995) sont également révélatrices, 
et incitent à ne pas sous-estimer l'influence vraisemblable des variations 
d'état physiologique sur l'aptitude à l'organogenèse du matériel végétal 
micropropagé. 
Age 
L'influence négative de l'âge croissant du matériel végétal d'origine sur 
la croissance in vitro des microboutures a pu être mise en évidence 
notamment chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis et Bon 1986, 
Monteuuis et al 1987 a), en fonction malgré tout de la composition 
minérale du milieu de culture (Monteuuis 1988). 
Cet effet inhibiteur se ressent particulièrement quant à l'aptitude à la 
rhizogenèse adventive chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis et Bon 
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1986), en liaison avec des différences sensibles de profils peroxydasiques 
(Monteuuis et al 1987a), et chez Pinus pinaster (Dumas et Monteuuis 
1995). Il se traduit également par une diminution de l'aptitude . à 
l'enracinement in vivo de microboutures de Tectona grandis issues de 
matériel âgé, par comparaison au matériel juvénile (Banal et Monteuuis 
1997) . 
Origine topographique 
Les microboutures provenant de la base d'un Sequoia sempervirens de 
90 ans environ manifestent une aptitude à l'organogenèse in vitro bien 
supérieure à leurs homologues issues du houppier (Bon et al 1994 ). 
Cette supériorité s'exprime au niveau de la croissance, du taux 
d 'enracinement, du nombre, de la répartition spatiale et de la longueur 
des racines néoformées. Les deux origines se différencient également sur 
le plan de la morphologie, et des profils protéiques, indépendamment du 
fait qu 'elles proviennent du même arbre, et ont donc le même génotype. 
Interactions entre facteurs exogènes et facteurs endogènes 
Composition minérale du milieu de culture X Origine du matériel 
végétal 
Chez Sequoiadendron giganteum, les cinétiques de croissance comparées 
de microboutures d'un clone juvénile et d'un clone centenaire au cours 
de deux ans de subcultures mettent en évidence une très nette 
interaction entre l'origine du matériel végétal et la composition minérale 
du milieu de culture (Monteuuis 1988), affectant également le type 
morphologique (Monteuuis et Bon 1986, Monteuuis 1988). 
Charbon actif X Age du matériel végétal 
L'examen de plusieurs critères d'enracinement in vitro de microboutures 
de Pinus pinaster révèle une forte interaction entre le charbon actif 
contenu dans le milieu d'expression rhizogène et l'âge du matériel végétal 
d'origine (Dumas et Monteuuis 1995). 
Observations relatives au matériel microbouturé 
La plupart des espèces arborescentes microbouturées montrent une 
grande variabilité de réponses organogènes d'un expiant à l'autre et au 
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cours des sub-cultures, en dépit de l'environnement stabilisé. Cette 
hétérogénéité a été observée entre génotypes juvéniles chez Acacia 
mangium et Paraserianthes fa/cataria (Bon et al 1998), mais également 
au sein de clones issus de matériel juvénile, et de façon plus 
spectaculaire lorsque que la tête de clone est âgée. Ceci a pu être 
vérifié notamment dans le cas de Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 
et Bon 1986), Sequoia sempervirens (Bon et al 1994) et Acacia mangium 
(Bon et Monteuuis 1996). 
Le microbouturage de matériel âgé peut, en fonction des espèces et des 
conditions de cultures, favoriser des rajeunissements morphologiques et 
physiologiques, discernables pour ces derniers sur le plan des capacités 
organogènes in vitro. Ainsi chez Sequoiadendron giganteum, au cours des 
régimes de subcultures, certaines microboutures de clones âgés peuvent 
évoluer vers le type morphologique juvénile, voire, dans de rares cas, 
s'enraciner spontanément (Monteuuis et Bon 1986). Chez Pinus pinaster, 
le fait de sub-cultiver des microboutures provenant de génotypes âgés sur 
des milieux particuliers favorise la production d'euphylles aptes à 
néoformer des bourgeons adventifs (Dumas et Monteuuis 1991 ). 
Pour ces deux espèces, il parait nécessaire de souligner le caractère 
instable de ces rajeunissements , décelé en conditions in vitro pour 
Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1988), et après acclimatation en 
conditions in vivo pour Pinus pinaster (Monteuuis et Dumas 1992). 
Relativement à ces aspects, Tectona grandis constitue un cas bien 
particulier. Même lorsqu'elles proviennent de génotypes âgés, les cultures 
manifestent une réactivité organogène tout-à-fait satisfaisante et 
relativement homogène. La phase de stabilisation des cultures ne dure 
que quelques mois, à laquelle succède la phase de production de 
vitroplants de qualité (Monteuuis 1995, Monteuuis et al 1998). Des tests 
de comportement au champ devrait permettre d'analyser rapidement, sur 
base de données chiffrées, la supériorité des plants issus de 
microbouturage, par rapport à ceux issus de bouturage horticole, par 
rapport à un échantillon témoin de semis . 
Une évaluation similaire, mais limitée à une comparaison entre un clone 
issu du microbouturage in vitro d'un Acacia mangium de 5 ans 
sélectionné pour sa supériorité de croissance.et ses descendants de semis 
est en cours , dans le même contexte géographique. A l'issue de quelques 
mois de plantation "au champ", le matériel provenant d'in vitro révèle une 
homogénéité intraclonale et une croissance tout-à-fait satisfaisantes. 
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222. Microgreffage 
La technique de microgreffage de points végétatifs d'individus âgés sur 
de jeunes semis de la même espèce in vitro a été initialement mise au point 
sur Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1986 et 1987a). Elle a été ensuite 
adaptée à d'autres espèces de conifères, précisément: Pinus pinaster (Dumas 
et al 1989), Pinus strobus (Goldfarb et al 1992), Picea abies (Monteuuis 1994), 
Pseudotsuga menziesii (Monteuuis 1995c), et à Acacia mangium, espèce feuillue 
de zone tropicale humide (Monteuuis 1995b, 1996). 
Les fondements et la présentation de cette technique ont déjà été 
développés (Monteuuis 1987a, Monteuuis et Dumas 1990). Succinctement, le 
microgreffage in vitro de points végétatifs cumule les avantages du greffage, en 
réduisant les problèmes d'incompatibilité, dûs à l'âge notamment (Monteuuis 
1995b), et de la culture de méristèmes. 
Les essais de microgreffage in vitro sur endosperme et embryons 
zygotiques matures excises réalisés initialement sur Pinus pinaster et 
Pseudotsuga menziesii (Monteuuis, résultats non publiés), puis sur Pinus strobus 
(Goldfarb et al 1992, Hackett et al 1994 ), et demeurés à un stade préliminaire 
du fait de raisons contextuelles, mériteraient d'être poursuivis. 
Influence de facteurs exogènes 
Taille du greffon 
Sur Sequoiadendron giganteum, les taux de réussite au microgreffage sont 
nettement inférieurs pour des greffons de 0,2 à 0,3 mm par rapport à 
des greffons de 0,4 à 0,5mm (Monteuuis 1987a). Il en est de même pour 
des greffons de' Acacia mangium de 0, 15 à 0,20 mm par comparaison 
aux greffons de 0,4mm habituellement utilisés (Monteuuis 1996). 
Technique de microgreffage 
Sur Picea abies (Monteuuis 1994 ), les taux de réussite du microgreffage 
en "fente latérale" sur épicotyle, technique initialement mise au point sur 
Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1986 et 1987a), sont bien 
supérieurs à ceux obtenus par microgreffage en "tête". Il en est de même 
chez Pseudotsuga menziesii par rapport au microgreffage en "fente 
terminale", plus efficace malgré tout que le microgreffage en "tête" 
(Monteuuis 1995c). Chez Acacia mangium, au contraire, la technique de 
microgreffage en "fente terminale" s'avère plus efficace que le 
microgreffage en "fente latérale" (Monteuuis 1996). 
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Niveau de greffage 
Le microgreffage de points végétatifs de Sequoiadendron giganteum sur 
l'épicotyle des jeunes semis porte-greffes donne de meilleurs taux de 
réussite que lorsque l'opération est effectuée sur l'hypocotyle (Monteuuis 
1987a). 
Obscurité 
Le fait de placer des microgreffes de Picea abies 2 à 3 semaines à 
l'obscurité juste après le microgreffage améliore nettement les taux de 
réussite (Monteuuis 1994 ). Il en va différemment pour Acacia mangium 
(Monteuuis 1996). 
Influence de facteurs endogènes 
Identité spécifique 
Contrairement aux autres espèces sus-citées, les tentatives d'adapter la 
technique de microgreffage originelle (Monteuuis 1986 et 1987a) à 
Eucalyptus gunnii et Tectona grandis (Monteuuis, résultats non publiés) 
se sont globalement soldées par des échecs associés à des phénomènes 
d'oxydations rapides des greffons, malgré divers traitements à l'obscurité 
et l'emploi d'antioxydants, . 
Age de l'ortet d'origine 
Chez Pinus pinaster (Dumas et al 1989), les observations réalisées ne 
nous permettent pas de mettre en évidence de différence significative des 
taux de réussite au microgreffage en fonction de l'âge de l'ortet d'origine. 
Cette constatation s'applique également à Acacia mangium (Monteuuis 
1995b ), par contraste avec les résultats de greffage in vivo. Mais toujours 
chez cette espèce, la reprise de croissance in vitro des greffons vivants 
provenant de génotypes âgés est plus aléatoire que pour ceux issus de 
jeunes individus. 
Stade végétatif 
Chez Sequoiadendron giganteum, les pourcentages de réussite au 
microgreffage pour des greffons prélevés sur du matériel en repos 
végétatif sont plus élevés que lorsque le matériel est en croissance 
(Monteuuis 1987a). 
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Observations relatives au matériel microgreffé 
La reprise de croissance en conditions de culture in vitro des 
microgreffes réussies s'effectue de façon très variable d'une microgreffe 
à l'autre. Cette hétérogénéité de développement a été observée entre 
greffons prélevés in vivo sur le même lieu et microgreffés à la même 
date et dans les mêmes conditions notamment pour: Sequoiadendron 
giganteum (Monteuuis 1987 a) , Pinus pinaster (Dumas et al 1989), Picea 
abies (Monteuuis 1994), Pseudotsuga menziesii (Monteuuis 1995c) et 
Acacia mangium (Monteuuis 1995b et 1996). La variabilité des réponses 
au microgreffage s'exprime aussi bien à l'échelon inter- qu'intra-clonal 
pour l'ensemble des espèces pré-citées. 
Lors des premières phases de développement du greffon, certains cas de 
rajeunissements morphologiques, par analogie au type juvénile, ont pu 
être observés sur Acacia mangium (Monteuuis 1996), espèce 
hétéroblastique, et au niveau intra-clonal chez Sequoiadendron giganteum 
(Monteuuis 1987a) et Pinus pinaster (Dumas et al 1989, Monteuuis et 
Dumas 1992), espèces à dimorphisme foliaire suffisamment prononcé entre 
la phase juvénile et le phase mature. Chez des microgreffes de séquoias 
géants centenaires, le rajeunissement morphologique observé correspond 
à une densité protéique plus importante, notamment du point de vue des 
protéines acides (Bon et Monteuuis 1987). Chez Pinus pinaster, le 
rajeunissement induit par le microgreffage de sujets centenaires peLt 
s'exprimer par l'apparition d'euphylles, formations fol iaires caractéristiques 
du stade juvénile chez les pins, aptes à néoformer des bourgeons 
adventifs (Dumas et Monteuuis 1991 ). Il convient malgré tout de souligne·~ 
le caractère sporadique d'apparition de ce phénomène, variable e1 
intensité et fréquence d'une microgreffe à une autre au sein d'un même 
échantillon expérimental. Ces rajeunissements s'estompent par ailleurs plus 
ou moins rapidement au cours de la croissance in vitro de la microgreffe 
(Monteuuis 1987a). Des greffons rajeun is de séquoia géants, sectionnés 
pour être introduits sur un milieu de culture à effet "rajeunissan:-' 
(Monteuuis 1988 et 1989b ), retrouvent rapidement leur aspec: 
morphologique mature originel. Ce peut être sous l'effet du charbon act.f 
du milieu de culture, supposé adsorber toutes sortes de substances, entre 
autres d'hypothétiques composés "rajeunissants" endogènes transmis pê:1' 
le porte-greffe (Monteuuis 1988). Ces rajeunissements morphologiques 
peuvent encore s'exprimer en conditions in vivo, à l'issue de la phase 
d'acclimatation, du moins chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 
1987a), et, chez Pinus pinaster, de façon plus durable que pour des 
microboutures du même clone (Monteuuis et Dumas 1992). Cette 
observation tend à confirmer l'influence "rajeunissante" bénéfique du porte-
greffe juvénile (Monteuuis 1988). 
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223. Culture de méristèmes 
La culture de méristèmes primaires caulinaires sur des milieux de culture 
synthétiques en conditions in vitro constitue l'étape ultime du cheminement visant 
à reproduire végétativement des individus à partir de structures méristématiques 
pré-existantes (Monteuuis 1989b). Nonobstant son intérêt pour la diffusion et la 
conservation de matériel végétal exempt de germes phyto-pathogènes, la culture 
de méristèmes se justifie dans le cadre de notre problématique à travers les 
possibilités de réactiver le potentiel organogénique d'individus âgés en vue de 
leur clonage conforme. 
A cette fin , la culture de méristèmes a été appliquée plus spécifiquement 
à Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1987 c, 1988 et 1991 ), Pinus pinaster 
et Pseudostuga menziesii (Monteuuis, résultats non publiés), Pinus strobus 
(Hackett et al 1994, Goldfard et al 1996) et Tectona grandis (Monteuuis et al 
1998, et en préparation). Pour chacune des espèces pré-citées, les méristèmes 
prélevés comprenaient le dôme méristématique, et le cas échéant, en fonction 
du plastochrone, quelques primordia foliaires. Les ébauches foliaires et jeunes 
feuilles étaient systématiquement excisées. La taille hors tout de ces méristèmes 
peut varier en fonction des espèces, de l'âge du matériel végétal et du stage 
végétatif, comme observé pour Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1987b et 
1989c) et Pinus strobus (Goldfarb et al 1996). Elle avoisine généralement 0,2 
à 0,3mm, qui constitue la limite inférieure imposée par les contraintes 
techniques de manipulations. 
Mise au point de protocoles: influence de facteurs exogènes 
L'influence de divers facteurs exogènes sur la culture de méristèmes des 
espèces pré-citées a été étudiée, donnant lieu au bilan suivant: 
Concentration de la solution macrominérale 
Les essais réalisés de mise en culture de méristèmes de Sequoiadendron 
giganteum (Monteuuis 1987c), Pinus pinaster, Pseudotsuga menziesii 
(Monteuuis, résultats non publiés) , Pinus strobus (Goldfarb et al 1996), 
Tectona grandis, et d'apex de 200 à 300µm d'Acacia mangium 
(Monteuuis, résultats non publiés) , incitent à utiliser des solutions 
macrominérales diluées par rapport à l'usage courant, afin que leur 
salinité globale soit comprise entre 20 et 30mM. Des salinités plus 
élevées favorisent l'apparition de malformations, de phénomènes 
d'hypertrophie, d'hyperhydrie et de callogenèse entraînant rapidement la 
dégénérescence des cultures. 
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Nature des macroéléments 
La procédure consiste à étudier l'effet de solutions macrominérales de 
concentration ionique totale similaire, soit comprise entre 20 et 30mM, 
mais différant du point de vue de la nature des macroéléments 
(Monteuuis 1987c, Bon et al 1998). La nature des macroéléments a une 
influence significative sur le développement in vitro de méristèmes de 
Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1987c). L'effet sur des cultures de 
méristèmes de tecks et d'apex de Acacia mangium est moins marqué 
(Monteuuis, résultats non publiés) . 
Nature et concentration des régulateurs de croissance exogènes 
Plus encore que les macroéléments, les régulateurs de croissance 
incorporés dans les milieux de culture sont susceptibles d'agir en fonction 
de leur nature et leur concentration. L'influence de plusieurs auxines, 
cytokinines et de l'acide gibbérellique à différentes concentrations a été 
testée plus particulièrement sur Sequoiadendron giganteum où l'acide 
naphtalène acétique (ANA) peut s'avérer bénéfique en fonction de l'âge 
et du stade végétatif du matériel végétal (Monteuuis 1987c). Son effet est 
beaucoup plus mitigé sur Pinus strobus lorsque les méristèmes sont 
prélevés au moment de la reprise de croissance (Goldfarb et al 1996). 
Les cytokinines paraissent plus uti les que les autres types de régulateurs 
de croissance pour la culture de méristèmes de Tectona grandis 
(Monteuuis , en préparation), voire pour la phase d'initiation de culture 
d'apex d'Acacia mangium, éventuellement en association avec de l'acide 
gibbérellique (Monteuuis, résultats non publiés) , contrairement aux 
observations réalisées sur Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1987c). 
Support de culture 
La consistance du milieu de culture peut influer sur le devenir des 
méristèmes excisés. Le fait d'introduire ces derniers sur des amas de 
fibres de nitrate de cellulose imbibés de milieu liquide entraîne rapidement 
leur dégénérescence dans le cas de Sequoiadendron giganteum et 
Pseudotsuga menziesii (Monteuuis , résultats non publiés). Les milieux 
gélifiés ont été les plus fréquemment utilisés sur l'ensemble des espèces 
travaillées, bien que la nature de l'agent gélifiant puisse avoir une 
influence, comme cela a pu être clairement montré chez Tectona grandis 
(Monteuuis, en préparation) . L'emploi d'agarose peut être un moyen 
d'éviter l'influence néfaste éventuelle des impuretés contenues dans les 
diverses géloses disponibles (Goldfarb et al 1996). Sur Pinus strobus, 
l'utilisation de filtres d'ester de cellulose entre le milieu de culture gélifié 
et les méristèmes a un effet tout-à-fait bénéfique sur la survie de ces 
derniers (Goldfarb et al 1996). 
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Influence de facteurs endogènes 
Identité génétique 
Les résultats de culture in vitro de méristèmes varient considérablement 
d'une espèce à l'autre, nécessitant la mise au point de protocoles 
spécifiques. La méthodologie développée dans le cas de Sequoiadendron 
giganteum (Monteuuis 1987c) a dû être modifiée pour Pinus strobus 
(Goldfarb et al 1996) et pour Tectona grandis (Monteuuis, en préparation), 
qui réagit tout-à-fait différemment aux cytokinines exogènes. Chez cette 
dernière espèce en outre, l'évolution des méristèmes placés en culture 
peut être influencée par des effets clonaux. Et les milieux de culture 
définis pour le teck se sont avérés non adaptés à Acacia mangium. 
Age 
L'âge du génotype d'où proviennent les méristèmes influe sur leur 
réactivité in vitro, dès la phase d'initiation. Cet aspect a été plus 
particulièrement étudié chez Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1987c). 
Les méristèmes de jeunes sujets de cette espèce se développent plus 
facilement, sur une gamme de milieux plus large, du point de vue de la 
composition minérale notamment, que leurs homologues provenant de 
sujets âgés. Ces derniers, globalement moins réactifs , se révèlent plus 
stricts quant à la composition du milieu de culture (Monteuuis 1987c, 
Monteuuis et al 1987a, Monteuuis et Bon 1990). Une plus grande inertie 
à l'organogenèse in vitro des méristèmes provenant de matériel âgé par 
comparaison avec ceux issus de jeunes génotypes a été constatée 
également chez Pinus strobus (Goldfarb et al 1996). 
Stade végétatif 
L'état physiologique des espèces arborescentes est éminemment variable, 
même au cours de la journée (Monteuuis et Bon 1986, Monteuuis et al 
1987a, Monteuuis 1988). Afin d'essayer de limiter les interférences de ces 
fluctuations inopinées sur la réactivité organogène de cultures in vitro de 
méristèmes de Sequoiadendron giganteum , l'influence de la composante 
physiologique a été analysée par rapport à deux stades phénologiques 
bien distincts, à savoir le repos végétatif et la reprise de croissance 
caulinaire (Monteuuis 1987c). Les espèces de régions tempérées se 
prêtent plus à ce type d'analyse que celles de la zone intertropicale, et 
surtout équatoriale où les différences saisonnières sont nettement moins 
marquées. Les résultats afférents (Monteuuis 1987c) montrent que la 
reprise de croissance du matériel végétal sur lequel sont récoltés les 
méristèmes stimule le potentiel organogène in vitro de ces derniers . En 
outre , durant ce stade, la dépendance vis-à-vis de l'ANA contenu dans 
le milieu d'initiation est moins marquée. 
49 
Cet effet bénéfique de la reprise de croissance en longueur des rameaux 
sur la survie et sur l'activité organogène des méristèmes cultivés in vitro, 
a été confirmé très clairement aussi à partir d'un clone âgé de Pinus 
strobus, indépendamment de la concentration en ANA dans le milieu de 
culture (Goldfarb et al 1996). 
Interactions entre facteurs exogènes et endogènes 
Nature des macroéléments X Age 
Les méristèmes de Sequoiadendron giganteum âgés mis en culture in 
vitro révèlent une affinité plus stricte vis à vis de la nature des 
macrominéraux que ceux provenant de matériel juvénile (Monteuuis 
1987c). 
Régulateurs de croissance X Age 
L'effet positif de l'ANA ajouté dans le milieu de culture sur la réactivité 
in vitro des méristèmes de séquoia géant est plus marqué pour des 
génotypes âgés que jeunes (Monteuuis 1987c). 
Régulateurs de croissance X Stade végétatif 
L'influence bénéfique de l'ANA sur la réponse organogène in vitro de 
méristèmes de Sequoiadendron giganteum est plus probante pour du 
matériel végétal en repos végétatif hivernal que lors de la reprise de 
croissance (Monteuuis 1987c). Les observations relatives à la culture in 
vitro de méristèmes de Pinus strobus reflètent également la même 
tendance (Goldfarb et al 1996). 
Observations relatives au matériel issu de culture de méristèmes 
Le fait le plus marquant émergeant de ces travaux reste l'obtention chez 
Sequoiadendron giganteum d'une lignée méristématique, ou "mériclonale", 
rajeunie à partir d'un méristème issu d'un sujet centenaire (Monteuuis 
1988). En se référant au matériel juvénile, le rajeunissement observé d'un 
point de vue morphologique a pu être confirmé au niveau des capacités 
organogènes, aptitude à la rhizogenèse adventive notamment (Monteuuis 
1991 ), et moléculaire à travers la mise en évidence d'un polypeptide de 
16 kDa, "J16"; marqueur de l'état juvénile chez cette espèce (Bon et 
Monteuuis 1991 ). Comparativement, les autres méristèmes provenant du 
même génotype centenaire se développent difficilement in vitro , en 
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conservant les caractéristiques du matériel âgé, tant du point de vue 
morphologique que des capacités organogènes, bien inférieures au 
matériel juvénile. Cette lignée "mériclonale" rajeunie se comporte de façon 
identique au matériel juvénile, issu lui aussi des mêmes conditions de 
culture de méristèmes, ceci au cours des phases d'acclimatation, de 
pépinière et ultérieurement au champ. La persistance de cet état rajeuni 
à l' issue de l'acclimatation est à souligner, par contraste avec le 
caractère instable des cas de rajeunissement observés au cours du 
microbouturage ou à l'issue du microgreffage (Monteuuis 1989). Cette 
lignée rajeunie est toujours propagée in vitro par microbouturage, en 
conservant depuis dix années les mêmes caractéristiques juvéniles. 
Quelques plants issus de culture de méristèmes de Pinus strobus 
juvéniles ont été régénérés, enracinés in vitro et acclimatés avec succès 
en serre dans le Minnesota (U.S.A.) où ils se sont développés de façon 
satisfaisante, du moins lors des premiers stades de croissance. 
De nombreuses lignées "mériclonales" ont été produites à partir de 
génotypes âgés de teck au Sabah, dans le nord de Bornéo, et plantées 
(Monteuuis et al 1998). Les conditions de croissance impressionnantes de 
ce matériel dans un tel environnement devraient permettre d'analyser 
l'hétérogénéité phénotypique éventuelle au sein de ces lignées issues 
d'un seul méristème, et entre elles, en fonction des différents génotypes 
d'origine dont elles sont issues, pour une meilleure appréhension de la 
notion de variabilité intra-clonale. 
224. Bourgeonnement adventif 
Le bourgeonnement adventif provient de la néoformation, ou formation de 
nova, de méristèmes gemmaires par des cellules de couches histologiques 
superficielles à l'issue d'un processus de dédifférenciation pouvant favoriser la 
formation d'un cal transitoire. Le bourgeonnement adventif, au même titre que 
l'embryogenèse somatique (Goh et al 1997, 1998), se différencie donc 
radicalement de par son origine histologique de toutes les autres techniques de 
propagation végétative considérées précédemment. Celles-ci étaient basées sur 
le bourgeonnement axillaire à partir de structures méristématiques préexistantes. 
Les risques de variations somaclonales susceptibles de déprécier 
considérablement la valeur des génotypes sélectionné originellement, et ce 
caractère "artificiel", nécessitant un investissement matériel et temporel pour des 
résultats aléatoires, ont limité son application à Pinus pinaster. Des tigelles ont 
ainsi été régénérées par néoformation de bourgeons, notamment à partir 
d'euphylles produites par des microgreffes de génotypes centenaires, pour être 
ensuite enracinées in vitro puis acclimatées ex vitro (Dumas et Monteuuis 1991 ). 
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Il est intéressant de noter, toujours sur Pinus pinaster, qu'à l'issue d'une 
saison de croissance en serre, les plants produits par bourgeonnement adventif 
sur cotylédons présentent plus de caractères morphologiques matures que des 
semis in vitro de même âge (Monteuuis et Dumas 1992). 
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' 3. APTITUDE A LA 
MULTIPLICATION VÉGÉTATIVE: 
ESSAI DE CARACTÉRISATION 
L'ensemble des observations précédentes indique une influence 
déterminante de l'état physiologique du fragment de végétal prélevé sur son 
aptitude à la multiplication végétative, surtout lorsque la rhizogenèse adventive 
est impliquée. Il parait dès lors fondé de rechercher des indicateurs des 
potentialités à la reproduction végétative, entendue clonage conforme (Monteuuis 
1988). Cette recherche a été entreprise au niveau macroscopique, microscopique 
et biochimique. 
31. APPROCHE MACROSCOPIQUE 
311. Indices de maturité 
La présence de fleurs ou de fruits définit, hormis dans des cas très 
particuliers de néoténie, l'état mature, associé généralement à un déclin du 
potentiel à la reproduction végétative et à la rhizogenèse adventive (Monteuuis 
1988, 1989a et b) . Ceci a pu être vérifié notamment chez Sequoiadendron 
giganteum, où l'ampleur du développement de l'appareil caul inaire des sujets 
matures permet néanmoins de mettre en évidence une zonation intra-individu 
quant à l'aptitude à la rhizogenèse adventive (Monteuuis 1985, 1988). 
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312. Morphologie foliaire 
La morphologie des feuilles chez les espèces hétéroblastiques comme 
Acacia mangium, ou à dimorphisme foliaire contrasté entre le stade juvénile et 
le stade mature, peut être considérée comme indice de degré de maturité, et 
donc de potentiel à la rhizogenèse adventive, comme mis en évidence chez 
Sequoiadendron giganteum notamment (Monteuuis 1985, 1988). 
L'obtention de bourgeons adventifs à partir d'euphylles apparues à l'issue 
d'opérations de microgreffage ou de microbouturage in vitro de pins maritimes 
âgés est également révélatrice du degré de juvénilité associé à la morphologie 
foliaire et à des modifications de la synthèse protéique (Bon et Monteuuis 1987, 
Bon et al 1994). 
La variabilité des réponses organogènes constatée au cours du temps, 
avec des pourcentages d'enracinement in vitro susceptibles de varier de O à 
100% pour des microboutures juvéniles de Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 
et Bon 1986) incite à considérer le type foliaire juvénile comme une "condition 
nécessaire mais non suffisante" de la compétence à la reproduction végétative. 
32. APPROCHE MICROSCOPIQUE 
321. Composés pariétaux du mésophylle 
La référence aux feuilles en tant qu 'éventuels indicateurs du potentiel à 
la multiplication végétative s'est poursuivie au niveau microscopique. Des feuilles 
provenant de séquoias géants jeunes, caractérisés par une bonne aptitude au 
bouturage, et de séquoias géants âgés, inaptes à la rhizogenèse en adventive, 
ont été comparées du point de vue de leur teneur en composés pariétaux, et 
ce, en vue de rechercher des marqueurs du degré de juvénilité. Les analyses 
histochimiques par cytophotométrie montrent que les parois du mésophylle du 
matériel âgé contiennent plus de polysaccharides que celles du jeune matériel. 
Cette tendance, qui persiste après l'hydrolyse des substances pectiques, puis 
des hémicelluloses, et enfin des autres polysaccharides non cellulosiques pourrait 
être due à des teneurs plus élevées en hémicellulose et cellulose chez le 
matériel âgé (Monteuuis et Genestier 1989). 
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322. Profils méristématiques 
Les différences de morphologie foliaire entre les matériel juvénile et âgé 
chez Sequoiadendron giganteum nous ont incités à examiner l'aspect des 
méristèmes primaires caulinaires, à l'origine de la phyllogenèse et de la 
phyllotaxie (Monteuuis 1987b ). Les observations en microscopie optique ont 
permis d'établir que le contour des dômes méristématiques de cette espèce 
s'assimile à une régression curvilinéaire de la forme y = axb. Ces profils 
méristématiques sont significativement influencés par l'âge des sujets d'origine 
et le stade végétatif des bourgeons d'où sont issus les méristèmes. Par rapport 
aux observations correspondant au repos végétatif, les méristèmes prélevés lors 
du débourrement présentent une plus grande analogie morphologique avec le 
type juvénile évasé caractéristique, par contraste avec le type mature plus 
oblong. Ces différences correspondent aux changements de morphologie foliaire 
plus ou moins perceptibles lors de la reprise de croissance. 
323. Mesures intra-méristématiques 
Les investigations microscopiques ont été approfondies au niveau intra-
méristématique sur le même matériel expérimental (Monteuuis 1989c). Les 
mesures cytomorphologiques réalisées à partir des coupes longitudinales 
médianes des points végétatifs ont permis de confirmer, à travers les valeurs 
du rapport diamètre/hauteur notamment, que les méristèmes de sujets juvéniles 
sont plus évasés, plus volumineux et contiennent plus de cellules que les 
méristèmes d'individus âgés, indépendamment du fait que le volume cellulaire 
varie en fonction de l'âge et du stage végétatif du matériel végétal d'origine. 
Plus généralement, l'influence de l'état végétatif s'exerce de façon très 
significative pour chacun des critères précédents. Le débourrement correspond 
à une augmentation très nette des valeurs obtenues durant le repos végétatif, 
qui avoisinent alors les résultats caractérisant le matériel jeune. C'est notamment 
le cas pour le rapport nucléoplasmique, plus élevé pour les sujets juvéniles, 
surtout en période de repos végétatif. La différence avec le matériel âgé a 
tendance à s'estomper lors du débourrement, et n'est pas significative en ce qui 
concerne l'activité mitotique, stimulée par la reprise de croissance (Monteuuis 
1989c). 
Les valeurs élevées demeurent malgré · tout l'apanage du matériel juvénile. 
Ceci est pleinement vérifié en ce qui concerne le volume du dôme 
méristématique et son effectif cellulaire, où les différences entre matériel jeune 
et âgé persistent de façon très marquée, que ce soit durant le repos végétatif 
ou le débourrement (Monteuuis 1989c). 
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33. APPROCHE BIOCHIMIQUE 
331. Composés phénoliques et peroxydases 
Les analyses biochimiques ont principalement porté sur Sequoiadendron 
giganteum. Dans le cadre d'études de microbouturage de cette espèce 
(Monteuuis et Bon 1986), nous avons pu établ ir une relation entre la teneur en 
composés phénoliques solubles et le degré de ramification des axes, différente 
selon qu'il s'agit de matériel juvénile ou âgé. Pour les sujets juvéniles, systèmes 
architecturaux à ramifications bien hiérarchisées, les dosages effectués montrent 
un gradient croissant basipète de la teneur en polyphénols dans les extrémités 
d'axe d'ordre 1, qui n'existe pas au niveau des ramifications d'ordre 2. Chez 
le clone mature, ce gradient est croissant acropète pour les axes d'ordre 1 et 
d'ordre 2. Ces résultats mériteraient d'être approfondis en relation avec les 
approches architecturales, d'autant que les teneurs initiales en polyphénols des 
explants seraient susceptibles d'influer sur leurs capacités organogènes 
ultérieures en conditions de culture in vitro. Les analyses effectuées sur des 
microboutures de Sequoiadendron giganteum relativement à leur aptitude à 
l'allongement, puis la néoformation de racines in vitro abondent dans ce sens. 
Les dosages peuvent varier considérablement, en liaison avec les manifestations 
organogènes observées in vitro , rhizogenèse adventive notamment, en fonction 
des échantillons et au cours du temps au sein d'un même clone. Ces variations 
importantes et intempestives nous ont amenés à considérer les dosages de 
composés phénoliques totaux plus comme des indicateurs d'état physiologique 
que des marqueurs fiables de l'âge physiologique, moins fluctuants en fonction 
du temps et des conditions environnementales que l'état physiologique, du moins 
en ce qui concerne Sequoiadendron giganteum (Monteuuis et Bon 1986, 
Monteuuis et al 1987a). 
332. Nucléotides et acides nucléiques 
Les analyses biochimiques se sont poursu1v1es sur le même matériel 
expérimental , mais au niveau des extrémités végétatives caulinaires eu égard 
au rôle déterminant des méristèmes primaires dans les phénomènes de 
changement de phase (Monteuuis 1989a et b) . Les dosages afférents révèlent 
que la reprise de croissance correspond à une nette augmentation de la 
concentration en adénosine tri-phosphates (ATP) , en nucléosides tri-phosphates 
non-adényl iques (NTP) et en acides ribonucléiques (ARN) dans les apex de 
clones juvénile et âgés de Sequoiadendron giganteum, tandis que les 
concentrations en acides désoxyribonucléiques (ADN) ne varient pas 
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significativement entre le repos végétatif et le débourrement (Monteuuis et 
Gendraud 1987). Les rapports des concentrations en ATP et NTP d'une part 
([ATP]/[NTP]), ARN et ADN d'autre part ([ARN]/[ADN]) sont nettement plus 
élevés chez le jeune matériel que chez le matériel âgé durant le repos 
végétatif. Lors de la reprise de croissance, ces différences entre les deux 
classes d'âge s'estompent et ne demeurent significatives que pour les 
nucléosides triphosphates. 
Ces dosages ont révélé de grosses fluctuations entre les divers 
échantillons d'un même clone, indiquant d'importantes fluctuations d'état 
physiologique au niveau des zones apicales, et justifiant la méthodologie 
expérimentale adoptée (Monteuuis et Gendraud 1987). 
La nette augmentation des teneurs en ARN au niveau des méristèmes 
primaires caulinaires lors de la reprise de croissance a pu être confirmée par 
des dosages cytophotométriques sur le même matériel expérimental, sans 
différence sensible en fonction de l'âge (Monteuuis 1989c). 
333. Protéines 
A l'instar des composés phénoliques, ces autres effecteurs du 
métabolisme auxinique que sont les peroxydases montrent de trop grosses 
variations dans le temps pour pouvoir être considérées comme des marqueurs 
fiables de l'âge physiologique, du moins chez Sequoiadendron giganteum. Elles 
paraissent en revanche plus appropriées en tant qu'indicateurs d'état 
physiologique, éminemment variable. C'est du moins ce qu'il ressort de l'étude 
de profils peroxydasiques en relation avec les capacités organogéniques in vitro 
de microboutures de cette même espèce (Monteuuis et al 1987a). Le distinguo 
est important. Ces aspects ont été développés dans plusieurs publications 
(Monteuuis et Bon 1986, Monteuuis et al 1987 a, Monteuuis 1988, 1989a et b ). 
La possibilité de disposer, toujours chez Sequoiadendron giganteum, d'un 
échantillonnage relativement riche de génotypes juvéniles et âgés (Monteuuis 
1985) a permis de contrecarrer les effets génotypiques perturbateurs dans la 
recherche de marqueurs protéiques de l'âge physiologique et de l'aptitude au 
clonage conforme associée. Ces travaux ont débouché sur la mise en évidence 
d'un polypeptide d'origine membranaire de 16kDa (Bon 1988b). Ce marqueur 
fiable et relativement peu influencé par les variations intempestives d'état 
physiologique a permis de confirmer le caractère endogène du rajeunissement 
obtenu par culture de méristèmes. "J16" fait défault dans le clone centenaire, 
mais est bien présente dans la lignée "mériclonale" rajeunie issue du même 
clone centenaire, comme dans le clone juvénile témoin (Bon et Monteuuis 
1991 ). 
Conjointement, la mise au point de techniques d'électrophorèses 
bidimensionnelles à partir de structures végétatives très réduites allant jusqu'à 
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un seul méristème a permis de comparer les populations protéiques entre les 
formes matures et juvéniles, ou rajeunies, d'un même génotype. Là encore, le 
fait de s'intéresser aux phénomènes de changement de phases (Monteuuis et 
Bon 1990) au sein d'un même génotype permet d'éviter les influences 
génotypiques perturbatrices. Le vieillissement correspondrait à une diminution à 
la fois sur le plan quantitatif et qualitatif des populations protéiques des 
extrémités végétatives apicales. C'est du moins ce qu'il ressort des observations 
effectuées sur des lignées topoclonales à caractère mature et juvénile de 
Sequoia sempervirens d'une part (Bon et al 1994), et d'une lignée mériclonale 
rajeunie de Sequoiadendron giganteum comparée au clone mature originel 
d'autre part (Bon et Monteuuis 1991 ). 
Cette approche analytique appliquée à des microgreffes de la même 
espèce révèle que si les greffons à morphologiquement rajeunis présentent 
incontestablement des similitudes avec le matériel juvénile ou rajeuni, leurs 
homologues à morphologie mature caractérisée provenant du même clone âgé 
se distinguent par une population protéique globalement plus dense avec une 
intensification de la présence de protéines acides (Bon et Monteuuis 1987). Le 
fait que des greffons temporairement rajeunis du point de vue morphologique 
à l'issue du microgreffage révèlent par "westernblot" un deuxième polypeptide 
de masse moléculaire légèrement inférieure à "J16" (Bon 1988b), suggère une 
influence du porte-greffe, entre autres, au niveau des protéines du greffon. Le 
microgreffage pourrait par exemple permettre le passage de peptides du porte-
greffe vers le greffon. Cette hypothèse ressort également des investigations de 
Huang et al (1992) sur la même thématique dans le cadre du microgreffage de 
Sequoia sempervirens. 
34. COMMENTAIRES 
La caractérisation de l'aptitude à la reproduction végétative vise à 
progresser dans la compréhension des mécanismes physiologiques sollicités, 
pour une meilleure efficacité, d'un point de vue pratique, des techniques de 
propagation asexuée. L'approche biochimique parait à cet égard plus 
prometteuse en vue de déterminer l'origine endogène des indices observés de 
visu et a posteriori. Les travaux entrepris dans cette voie ont été 
considérablement perturbés par les fluctuations des dosages effectués au cours 
du temps, au sein d'échantillons à potentialités organogéniques bien différentes, 
en fonction de la nature des molécules considérées. Cette variabilité dans le 
temps, qui confirme les observations de visu et atteste le bien-fondé des 
méthodes d'investigation multi-disciplinaires, ne saurait être sous-estimée lors de 
la recherche de marqueurs fiables de l'aptitude à la multiplication végétative, 
sous peine de conclusions erronées. Il a paru justifié d'insister fortement sur ce 
point (Monteuuis et Bon 1986, Monteuuis et al 1987a, Monteuuis 1988, 1989a 
et b) . 
, , 
4. DISCUSSION GENERALE: 
VIEILLISSEMENT ET 
MULTIPLICATION VÉGÉTATIVE 
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Les travaux présentés confirment l'influence globalement négative du 
phénomène de vieillissement sur la "compétence à la multiplication végétative" 
(Nozeran 1978) des espèces arborescentes. 
Le sujet traité permet d'aborder cette problématique à deux niveaux, à 
savoir à l'échelle de l'individu, puis à l'échelle du clone. 
41. VIEILLISSEMENT ET MULTIPLICATION VÉGÉTATIVE À 
L'ÉCHELLE DE L'INDIVIDU 
En référence à Fortanier et Jonkers (1976), il est d'usage de distinguer 
le vieillissement chronologique, le vieillissement ontogénétique et le vieillissement 
physiologique. La pertinence de ces concepts par rapport à l'aptitude à la 
reproduction végétative à l'échelle de l'individu, déjà argumentée de manière 
approfondie à partir d'observations concrètes (Monteuuis 1988, 1989a et b, 
Monteuuis et Bon 1998), mérite d'être discutée de nouveau. 
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411. Vieillissement chronologique 
L'âge chronologique pour un individu issu de semis se définit à travers 
l'intervalle de temps écoulé depuis la germination jusqu'à l'instant présent 
(Fortanier et Jonkers 1976). Cette référence a été utilisée pour renseigner 
globalement pour une espèce sur la durée de la phase juvénile, qui s'achève 
classiquement par l'apparition des organes reproducteurs (Wareing 1959, 
Doorenbos 1965, Hackett 1985). 
La principale lacune déjà dénoncée (Monteuuis 1988) de cette référence 
à l'échelle de l'arbre est de ne pas prendre en compte l'existence de gradients 
intra-individu de degré de juvénilité, d'autant plus marqués que le sujet de 
référence est développé. Cette hétérogénéité ou "parcellisation" (Nozeran 1978) 
physiologique s'illustre par exemple à travers les différences d'aptitude à la 
néoformation de racines en fonction de la proximité de l'appareil racinaire 
constatées par de nombreux auteurs (Passecker 1947, Doorenbos 1965, Borchert 
1976, Bonga 1982). L'influence de la position de la bouture in situ sur son 
enracinement et son développement ultérieur ressort de nos travaux de 
bouturage pré-cités, et a fait récemment l'objet d'une synthèse (Monteuuis 1998). 
Ce gradient de capacités à la reproduction végétative est à l'origine de la 
notion de "topoclones" (Franclet 1981) particulièrement adaptée à Sequoia 
sempervirens (Bon et al 1994). 
412. Vieillissement ontogénétique 
L'âge, et par suite le vieillissement ontogénétique, se définit par rapport 
au développement spatial de l'individu au cours de l'ontogenèse, assuré par 
:l'activité du méristème primaire caulinaire édificateur. En conditions naturelles, 
le vieillissement ontogénétique repose sur la dualité entre le temps et le 
développement spatial dans la mesure où, en conditions naturelles, un certain 
stade ontogénétique ne sera atteint qu'au bout d'un certain laps de temps. Le 
fait que les organes dernièrement formés à la périphérie du houppier soient 
considérés comme les plus jeunes du point de vue de l'âge chronologique et 
comme les plus vieux sous l'aspect de l'âge ontogénétique (Hackett 1985) 
traduit cette dualité, sur laquelle insistent plus récemment Lawson et Poethig 
(1995) en employant la terminologie consacrée de "developmental time". 
L'expression du vieillissement ontogénétique est particulièrement flagrante 
chez les espèces hétéroblastiques telles que Acacia mangium, Eucalyptus 
tenuiramis (Wiltshire et Reid 1992), ou à dimorphisme foliaire contrasté entre 
les phases juvéniles et matures, en reconnaissant à la morphologie foliaire sa 
valeur d'indice de degré de maturité (Schaffalitzky de Muckadell 1959, 
Doorenbos 1965). Conjointement, il parait tout à fait logique et pertinent de 
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considérer les méristèmes primaires édificateurs et générateurs du mouvement 
morphogénétique (Nozeran 1980) comme le siège du vieillissement 
ontogénétique. Cet aspect a été particulièrement développé par Schaffalitzky de 
Muckadell (1959). Robinson et Wareing (1969), puis réactualisé par Sussex 
(1989) notamment. Fortanier et Jonkers (1976) quant à eux proposent de 
concevoir le vieillissement ontogénétique en nombre de mitoses produites au 
niveau méristématique. 
Il nous a paru important de se focaliser sur ce point, en insistant sur le 
fait que les différents axes et méristèmes d'un arbre proviennent de l'activité 
édificatrice du seul et même méristème originel situé initialement au pôle apical 
de l'embryon (Monteuuis 1989b, Monteuuis et Bon 1998). C'est ce méristème 
originel qui a donné naissance au cours du développement à un nombre 
croissant de méristèmes "fils", d'âges ontogénétiques de plus en plus élevés, 
comme illustré Figure 3. Ces méristèmes "fils" ont pu demeurer latents au sein 
de bourgeons proventifs, ou participer à l'édification du complexe architectural. 
Les diverses manipulations de pieds-mères telles que tailles ou recépage, 
visent en fait à stimuler la production d'axes plus aptes à la reproduction 
végétative, à partir de méristèmes d'autant plus jeunes d'un point de vue 
ontogénétique qu'ils sont situés prés du pôle racinaire. Ainsi que nous l'avons 
déjà souligné (Monteuuis et al 1990), il s'agit en fait de l'exploitation à des fins 
de propagation végétative des phénomènes de réitérations de type traumatique 
décrits par ailleurs (Edelin 1977, Barthélémy 1990, Crabbé 1990). De telles 
pratiques retardent artificiellement le vieillissement ontogénétique, en dépit de 
l'âge chronologique croissant de la plante (Monteuuis 1988, 1989b). Et les 
observations concrètes confèrent en la matière plus d'importance à l'âge 
ontogénétique qu'à l'âge chronologique (Monteuuis 1988, 1989a et b) . 
Tout ceci ne saurait occulter les cas de déviations ou rajeunissements 
morphologiques particulièrement visibles chez les espèces hétéroblastiques, et 
observés, ne serait-ce que de façon fugace, en zones tempérées (Monteuuis 
1989b) et tropicales (Barthélémy 1990). La prise en considération de ces 
observations bien réelles, et qui, en tant que telles, ne sauraient être ignorées, 
nous ont incités à prendre un certain recul par rapport à la vision de Fortanier 
et Jonkers (1976) du vieillissement ontogénétique génétiquement programmé au 
sein des méristèmes. En effet, comment alors interpréter ces "retours en arrière" 
(Nozeran et al 1982)? 
413. Vieillissement physiologique 
La notion d'âge physiologique reprise et développée principalement par 
Borchert (1976) parait plus réaliste et séduit par sa cohérence, sa pertinence. 
Elle permet d'interpréter bon nombre d'observations morphologiques, 
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Figure 3. Représentation schématique de l'organisation histo-cytologique d'un 
méristème primaire caulinaire, vu en coupe. Les zones hachurées sont le siège 
d'une intense activité mitotique qui, à travers des divisions périclines et 
anticlines, assure l'organogenèse, notamment la formation des feuilles et en 
zone péri-axiale, des méristèmes "fils" à l'origine de la formation des rameaux 
axillaires. Sur le plan de l'âge ontogénétique, le méristème axillaire "n" est 
moins vieux que son homologue "n+1 ", lui-même plus jeune que le méristème 
terminal originel en position sommitale (d'après Monteuuis et Bon 1998). 
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organogénétiques, physiologiques, histo-cytologiques et biochimiques, comme 
nous l'avons montré sur Sequoiadendron giganteum (Bon 1988a et c, Monteuuis 
et Bon 1986, Monteuuis 1987, Monteuuis et Gendraud 1987, Monteuuis et al 
1987a, Monteuuis 1988, 1989b). 
Ainsi , conformément à la conception de Krenke (1940) reprise par 
Franclet (1983), les potentialités juvéniles initiales deviendraient, au cours du 
développement ontogénétique de l'arbre en fonction du temps, de plus en plus 
restreintes dans l'espace, présentant le maximum d'intensité au moment du 
débourrement dans les extrémités apicales des tiges, comme illustré Figure 4a. 
Cette interprétation, établie principalement à partir d'observations de la 
morphologie foliaire, s'inspire directement de la notion de cyclophysie au sens 
de Schaffaliztky de Muckadell (1959). La différence fondamentale par rapport au 
concept de vieillissement ontogénétique graduel et irréversible proposé par 
Passecker (1947), et schématisé Figure 4b, réside en l'existence de foyers 
virtuels de juvénilité au sein des méristèmes primaires caulinaires, même si ces 
"créneaux" ou "fenêtres" de potentialités juvéniles deviennent de plus en plus 
réduites d'un point de vue spatio-temporel au cours de la croissance. Ils nous 
a paru fondé de développer ces différentes notions à plusieurs occasions 
(Monteuuis 1988, 1989a et b), en les explicitant par des schémas (voir Figures 
5 et 6). 
Cette conception du vieillissement physiologique des méristèmes 
conformément à la vision de Borchert (1976) permet d'interpréter également les 
phénomènes de "retour en arrière" ou de rajeunissement. Il s'agirait plus 
vraisemblablement de l'expression de massifs cellulaires restés juvéniles au sein 
des méristèmes - sous l'effet de systèmes corrélatifs inhibiteurs (Nozeran 1978) 
- , que d'un rajeunissement véritable de cellules matures. La restriction dans 
l'espace, et principalement dans le temps, de ces "créneaux'' de juvénilité in situ 
permettrait d'expliquer la probabilité, d'autant plus faible que l'individu de 
référence est développé, de rajeunir radicalement par culture de méristème 
excisé. En vertu de ces arguments, la miniaturisation des explants peut être 
effectivement considérée, comme le prétend Nozeran (1978, 1985, 1986), comme 
"une condition nécessaire mais non suffisante à un retour en arrière" (Monteuuis 
1988, Monteuuis et Bon 1998). 
42. VIEILLISSEMENT ET MULTIPLICATION VÉGÉTATIVE À 
L'ÉCHELLE DU CLONE 
L'exemple de certaines espèces de Thuja du nord du continent américain, 
Thuja plicata notamment, qui se propagent naturellement par marcottage depuis 
des siècles (Edelin 1997, communication personnelle), illustre le maintien des 
capacités ontogénétiques des méristèmes au cours du temps, indépendamment 
d'un âge ontogénétique croissant. Il convient en effet de réal iser que la 
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4a: Concept de Passecker (1947) attaché au caractère 
irréversible du processus de vieillissement en fonction 
du développement ontogénétique. 
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Figure 5. Interprétation schématique et hypothétique des profils évolutifs, en 
fonction du temps, des potentialités juvéniles d'extrémités apicales caulinaires 
dans le cas de matériels juvéniles, matures et âgés, définis par rapport à leur 
âge physiologique. Les variations seraient imputables aux fluctuations d'activité 
de croissance, les maxima correspondant au stade pré-élongation (notion de 
cyclophysie) et leur fréquence pouvant varier en fonction des matériels ( cas de 
polycyclisme) (tiré de Monteuuis 1989a et b). 
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Figure 6. Interprétation schématique du profil évolutif des potentialités juvéniles 
au sein des extrémités apicales en fonction de leur âge ontogénétique. Il 
semble en effet légitime de prétendre que ces potentialités juvéniles sont 
étroitement dépendantes de l'âge physiologique, et diminuent lorsque ce dernier 
augmente (voir texte) (tiré de Monteuuis 1989a et b) 
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propagation clonale est assurée par des méristèmes dont l'origine cellulaire 
remonte à la formation du méristème initial situé au pôle apical de l'embryon. 
Le clonage revient donc à perpétuer théoriquement à l'infini la filiation 
organogénique évoquée précédemment à l'échelle de l'individu entre le 
méristème originel et les méristèmes "fils" situés à l'extrémité des axes qu'ils 
ont édifiés. 
La propagation par greffage de cultivars fruitiers s'accompagne à chaque 
nouvelle génération d'une récapitulation du phénomène de changement de 
phases, se traduisant pratiquement par un délai de mise à fruit correspondant 
à la période juvénile. Ce processus se perpétue avec une régularité bien établie 
pour certaines variétés depuis des siècles, comme le rappelle Sax (1962). 
Il en est de même pour les espèces ligneuses ornementales et 
forestières, propagées par greffage, marcottage ou bouturage. Les clones 
hybrides de peupliers illustrent les potentialités ontogénétiques des méristèmes 
garant d'une reproduction clona le conforme au fil des générations de bouturage .. 
Ces observations, illustrées sous la forme d'un schéma synthétique Figure 
7, méritent d'être considérées dans toute leur signification par rapport aux 
phénomènes de vieillissement classiquement admis. Elles constituent un 
argument majeur semble-t-il à l'encontre du vieillissement irréversible 
génétiquement programmé au sein de méristèmes et conduisant inéluctablement 
à la mort de l'individu et du génotype. 
La propagation végétative apparaît à cette enseigne comme un élément 
méthodologique inestimable pour discerner la pertinence du vieillissement 
irréversible génétiquement programmé, par rapport à celle du vieillissement 
physiologique réversible, réfutant des points de vue profondément figés en la 
matière (Irish et Nelson 1988, Poethig 1988, 1990, Lawson et Poethig 1995). 
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Figure 7. Développement ontogénétique et propagation clonale chez les espèces 
arborescentes. A) Germination. B) Phase juvénile Uusqu'à l'apparition des 
organes reproducteurs). C) Phase mature (florifère) . D) Prélèvement d'un 
fragment d'axe végétatif dont l'origine cellulaire remonte au pôle apical de 
l'embryon. E) Cycle de multiplication végétative par bouturage ou greffage, qui 
peut être répété afin de perpétuer le clonage conforme, parfois pendant 
plusieurs siècles. On notera que chaque nouveau cycle débute par la phase 
juvénile, de durée relativement constante , phénomène bien connu en 
arboriculture fruitière. 
5. CONCLUSION, 
PERSPECTIVES 
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Les travaux exposés ont été réalisés dans un esprit de Recherche 
axée sur le Développement, conformément aux objectifs professionnels assignés. 
Ce contexte a permis d'appréhender les divers aspects de la multiplication 
végétative d'espèces arborescentes dans des situations très variées, aussi bien 
du point de vue climatique, de l'équipement et des installations, que du matériel 
végétal étudié. Les activités de terrain ou de pépinière ont favorisé une 
meilleure connaissance des espèces et de leurs particularités spécifiques en 
conditions naturelles, incitant à relativiser la notion de "plante modèle". La 
finalité appliquée des recherches entreprises a été le fil conducteur souhaitable 
pour éviter les risques de dispersion, particulièrement lors des investigations 
pluridisciplinaires. 
L'étude du clonage de Sequoiadendron giganteum peut être objectivement 
considérée comme un exemple réussi de Recherche dans un esprit de 
Développement. 
A partir d'une problématique concrète et d'un objectif appliqué clairement 
défin i, la méthodologie expérimentale, résolument basée sur le pragmatisme et 
l'empirisme, a progressé logiquement, sur la voie de la miniaturisation, de la 
finesse et de la précision pour une meilleure pertinence des résultats. 
La collaboration au niveau institutionnel des organismes de Recherche 
appliquée, voire de Développement, et de l'Université a permis une approche 
multidisciplinaire et synergique de la problématique. qui s'est valorisée à travers 
un certain nombre d'acquis. Ceux-ci ont été attestés au niveau scientifique par 
des publications internationales et au niveau pratique par l'obtention d'une lignée 
mériclonale véritablement rajeunie. 
Nous ne pouvons qu'adhérer à cette conception de la Recherche qui 
concilie les intérêts de la Science et du Développement. 
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L'aptitude à la multiplication végétative, et plus précisément au clonage 
conforme, n'est qu'un aspect appliqué de l'incidence des phénomènes de 
changement de phases. Ceux-ci influent également sur d'autres manifestations 
telles que les délais de mise à fleurs et de fructification. .. A des degrés 
variables en fonction des espèces, bon nombre de systèmes de production 
centrés sur l'utilisation de l'Arbre, sous diverses formes, que ce soit en 
foresterie ou agro-foresterie, en arboriculture fruitière, horticulture ornementale, 
hévéa-culture, .. . sont effectivement concernés. Il parait inutile d'insister davantage 
sur l'intérêt appliqué de cette problématique, suffisamment développé dans la 
bibliographie. Un récent examen en la matière révèle que cette thématique du 
changement de phases suscite toujours de l'intérêt auprès des chercheurs avec, 
comme on pouvait l'espérer, la mise en oeuvre des techniques de biologie 
moléculaire afin de cerner son déterminisme, sa causalité. Si les efforts 
consentis dans de ce domaine ne peuvent qu'être loués, il est toutefois 
nécessaire de garder suffisamment de discernement et de recul vis à vis de 
cette problématique complexe, et de certaines conceptions exclusivement 
"molécularistes" de la question (Poethig 1988, Greenwood et Hutchinson 1993, 
Greenwood 1995, Mellerowicz et al 1995). La possibilité de mener des 
recherches au niveau de l'ADN ne saurait occulter la pertinence de certains 
concepts et de bon nombre d'observations qui, bien qu'émanant de moyens 
analytiques moins élaborés, n'en demeurent pas moins significatives du point de 
vue physiologique. 
La prise en considération de l'ensemble de ces éléments incitent à 
poursuivre sur cette thématique de recherche, en s'inspirant du travail mené sur 
Sequoiadendron giganteum, crédité par un recul de dix années. 
Ainsi, l'importance des méristèmes primaires caulinaires relativement au 
phénomène de changement de phase ne saurait effectivement être remise en 
question. L'approfondissement des connaissances au niveau méristèmatique 
nécessite la mise au point de techniques d'investigation adaptées. Nous avons 
privilégié ces aspects, tant du point de vue de la culture in vitro que des 
méthodes analytiques, et plus particulièrement Bon (1988b et c, 1989) dans le 
domaine des indices biochimiques. Il parait encore plus fondé qu 'il y a dix ans 
de porter beaucoup d'espoirs aux techniques d'immunolocalisation appliquées aux 
structures méristématiques afin de circonscrire les zones à hautes potentialités 
juvéniles. En conditions non-dénaturantes, ces massifs tissulaires pourraient être 
excisés à l'aide de techniques de microchirurgie par exemple, pour être 
introduits en culture in vitr(! en vue du clonage. Ceci supose une approche 
multi-disciplinaire du problème, où la biochimie et la biologie moléculaire doivent 
occuper une place essentielle, notamment pour la mise en évidence de 
marqueurs de l'âge physiologique nécessaires pour les techniques 
d'immunolocalisation. A cette enseigne la mise en évidence par Bon (1988b) de 
"J 16", polypeptide indiquant le degré de juvénilité chez Sequoiadendron 
giganteum, fait figure de précurseur, comme en témoignent les travaux de 
Besford et al (1996) notamment sur Prunus avium. L'intérêt de tels marqueurs 
est évident sur le plan pratique, dans le cadre de tests clonaux par exemple, 
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afin de quantifier et d'homogénéiser le degré de rajeunissement des clones 
susceptible de fausser l'appréciation des valeurs génotypiques. 
D'un point de vue plus fondamental , ces marqueurs pourraient permettre 
de progresser dans la compréhension au niveau moléculaire des phénomènes 
de changement de phase, et de faire enfin la part des choses entre leur 
origine génétique ou épigénétique, cette dernière hypothèse paraissant 
objectivement encore la plus vraisemblable à ce jour (Monteuuis 1988, 1989a 
et b, Huang et al 1995). 
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Terminologie 
La thématique traitée fait appel à une terminologie quelque peu 
spécialisée, surtout dans le domaine du changement de phase, abondamment 
traité en langue anglaise et d'où certains mots peuvent découler directement. 
La liste non-exhaustive de définitions proposée ci-dessous a pour but de 
clarifier quelques uns de ces termes, pour certains déjà explicités dans le texte, 
afin de limiter les confusions, les ambiguïtés voire les risques d'ésotérisme (voir 
aussi Monteuuis 1988, Monteuuis et Bon 1998). Le plus souvent, nous nous 
sommes efforcés d'employer les termes conformément à leur définition courante 
stipulée dans les dictionnaires de langue française. 
Age, âgé, jeune, vieux: définis classiquement, par rapport à la référence 
temporelle, en fonction du laps de temps écoulé. 
Age chronologique: défini, à l'échelle de l'individu, par "le temps écoulé depuis 
la germination de la graine " (Fortanier et Jonkers 1976), et par 
extension, par la durée d'existence de la structure de référence. 
Synonyme d'âge; l'adjectif "chronologique" est précisé pour marquer le 
distinguo avec l'âge physiologique et l'âge ontogénétique. 
Age ontogénétique: exprime le "passé morphogénétique", qui peut se traduire 
selon Fortanier et Jonkers (1976) par la quantité présumée de mitoses 
au sein des méristèmes édificateurs, en fonction de leur implication dans 
le déroulement des séquences ontogénétiques. 
Age physiologique: essentiellement sous déterminisme physiologique, et 
appréhendé à travers différentes manifestations révélatrices telles que 
l'aptitude à la floraison , à la rhizogenèse adventive .... (Borchert 1976). 
Arbre ou individu "Plus": présente des caractéristiques phénotypiques 
supérieures à celles de ses voisins susceptibles d'être dupliquées par 
reproduction végétative ou asexuée; se distingue de l'arbre ou individu 
"d'élite" dont la supériorité doit être établie sur base de sa descendance 
produite par voie sexuée. 
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Bourgeon proventif: bourgeon formé depuis longtemps, mais resté à l'état 
latent jusqu'à son "réveil organogénique". 
Changement de phases: passage de l'état juvénile à l'état mature, voire 
sénescent, et inversement. Les "phases" sont essentiellement définies par 
rapport à des critères physiologiques, en relation avec la notion d'âge 
physiologique. 
Clone: ensemble d'individus physiquement autonomes et indépendants 
génétiquement identiques à la "tête de clone" originelle, ou "ortet". 
Clonage conforme: obtention d'un clone constitué de représentants conformes 
du point de vue phénotypique à la tête de clone originelle. 
Cycloclone: sous-ensemble intra-clonal obtenu à partir d'un méristème à un 
certain stade de la cyclophysie (Durzan 1984). 
Cyclophysie: traduit l'état de maturité physiologique d'un méristème donné à 
un instant donné, susceptible de varier de façon réitérée et cyclique, 
conformément au concept de Krenke (1940) . 
Hétéroblastique: exprime des différences très contrastées de morphologie au 
cours du développement ontogénétique. 
Juvénile, juvénilité: synonyme de jeune; dans le contexte du changement de 
phases, l'état juvénile précède l'état mature et est caractérisé par 
l'absence d'organes reproducteurs , et généralement une grande aptitude 
à la rhizogenèse adventive et au clonage conforme. 
Mature, maturité: classiquement et strictement caractérisé par l'apparition des 
organes reproducteurs. 
Macropropagation: propagation végétative en conditions horticoles. 
Mériclone: lignée intra-clonale régénérée à partir de la culture m vitro d'un seul 
méristéme. 
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Méristème: synonyme dans le texte de point végétatif ou méristème primaire 
caulinaire. 
Micropropagation: propagation végétative en conditions de culture in vitro. 
Mobilisation: obtention de la première génération de copies génétiques 
indépendantes et autonomes, induisant généralement une réactivation 
physiologique du matériel mobilisé. 
Morphogenèse: évolution morphologique considérée sous divers aspects: 
caulogenèse, rhizogenèse, callogenèse, phénomènes de croissance, ... La 
morphogenèse inclue l'organogenèse. 
Multiplication végétative: mode de division asexuée permettant l'obtention de 
copies génétiques indépendantes et autonomes, sans préjuger de leur 
conformité phénotypique. 
Néoténie: apparition inoppinée et anormale d'organes reproducteurs à partir de 
sujets jeunes. 
Ontogenèse: édification de l'architecture de l'individu au cours du processus de 
développement. 
Organogenèse: formation d'organe(s) . 
Ortet: individu sur lequel sont prélevés des fragments végétatifs, ou "ramets", 
en vue de la multiplication végétative. L'ortet se différencie du pied-mère 
en ce sens qu'il ne subit aucun traitement particulier destiné à stimuler 
son aptitude au bouturage. 
Phyllogenèse: formation de feuilles. 
Plagiotrope: présentant un angle de déviation par rapport à la verticale. Une 
croissance diagétrope s'effectue à l'horizontale, cas extrême de 
plagiotropisme. 
73 
Pousse épicormique: pousse adventive sur tronc, voire branche de gros 
diamètre. 
Propagation végétative: synonyme de multiplication végétative. 
Ramet: VOlr ortet. 
Rajeunissement: réapparition partielle ou totale de caractéristiques des formes 
de jeunesse, sans préjuger de la stabilité dans le temps de ces "retours 
en arrière" (Nozeran 1978); défini classiquement par rapport à un état de 
référence . 
Régénération végétative: "aspect de la reproduction végétative; implique la 
séparation d'une partie de la plante-mère et la formation d'organes 
totalement nouveaux à partir du fragment isolé" (Bigot 1976). 
Rejet: Pousse vigoureuse émise à proximité du tronc. 
Reproduction végétative: "ensemble des modalités assurant la reconstitution 
ontogénétique intégrale d'un organisme sans intervention d'un processus 
sexué" (Bigot 1976). 
Rhizogenèse: formation de racines, éventuellement adventives à partir de 
structures de tiges lorsque précisé; ne pas confondre avec croissance 
rac1na1re. 
Tête de clone: individu de semis d'où le clone tire son origine. 
Topophysie: influence de la position topologique du ramet au sein de l'ortet 
sur son développement ontogénétique ultérieur (Schaffalitzky de Muckadell 
1959). 
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PHYSIOLOGIE VÉGÉTALE. - Microgreffage de points végétatifs de Sequoiadendron 
giganteum Buchholz séculaires sur de jeunes semis cultivés in vitro. Note de Olivier 
Monteuuis, présentée par Roger Gautheret. 
Une nouvelle technique de microgreffage permet de greffer avec suocès, sur de jeunes semis cultivés in vitro, 
des méristèmes de Sequoiadendron giganteum prèlevés sur de jeunes pousses en repos végétatif de sujets 
centenaires. 35 % des greffons évoluent rapidement en pousses feuillées comparables au type morphologique 
juvénile. 
PLANT PHYSIOLOGY. - ln vitro micrografting of Sequoiadendron giganteum meristems. 
A new micrografting technique allows to graft with success meristems taken from rest shoots of 100 year-old 
Sequoiadendron giganteum on in vitro young seedlings. 35% of the grafts provide rapidly leafy shoots w/iich 
look like juvenile morphological type. 
INTRODUCTION. - Plusieurs travaux ([3], [5], [9]) mentionnent que le greffage, sur de 
jeunes porte-greffes, d'axes végétatifs prélevés sur des sujets âgés peut favoriser la 
réacquisition de caractéristiques morphogénétiques de type juvénile au niveau du greffon. 
Cette évolution est d'autant plus facile à obtenir que le greffon est le moins différencié 
sur le pied-mère d'origine et nécessite généralement plusieurs générations de greffes 
successives ([4], [8]). En ce sens, le fait de limiter la taille du greffon au point végétatif 
peut être avantageux. Sur notre matériel d'études, Sequoiadendron giganteum Buchholz, 
ce projet est difficilement réalisable en conditions horticoles traditionnelles [9]. Pour cette 
raison, une technique de microgreffage in vitro dans un environnement plus adapté car 
mieux contrôlé en limitant les risques de contaminations, a été mise au point selon les 
modalités décrites ci-dessous. 
MATÉRIEL ET MÉTHODES. - 1. Obtention des porte-greffes . - Les graines, conservées en chambre froide 
( + l 0 C), sont immergées durant 24 h dans une solution titrant 2 g/1 de bénomyl et additionnée de quelques 
gouttes de mouillant Tween 80 afin de prévenir les risques de contaminations assez fréquents par Botry tis 
cinerea. Après un trempage de 4 à 5 mn dans une solution d'éthanol à 50 %, puis dans du chlorure mercurique 
à 1°/00, les graines sont abondamment rincées dans quatre bains d 'eau distillée stérilisée, puis réparties 
aseptiquement dans des bocaux de culture de 0,5 1 garnis au tiers de leur hauteur de vermiculite imbibée d'eau 
stérilisée. Ces récipients, hermétiquement fermés par une bande de parafilm, sont ensuite disposés en chambre 
de culture où des tubes fluorescents « Mazda Fluor lumière du jour de luxe » assurent une intensité lumineuse 
de 10 W /m 2 pendant 16 h; la température est fixée à 23 ± 1 °C. 2 semaines plus tard, les radicules apparaissent. 
Au stade cotylédons étalés - émergence de l'épicotyle, soit 4 à 5 semaines après la germination, les plantules 
sont repiquées individuellement dans des tubes de culture droits de 20 x 160 mm coiffés de façon non hermétique 
de capuchons en matière plastique transparente. Chaque tube contient une motte cylindrique de 25 x 30 mm 
en fibres de polypropyléne imbibée de 5 ml de la solution minérale de Murashige et Skoog [10) additionnée de 
30 g/1 de saccharose. Ce support est destiné à faire corps avec la plantule grâce à un système racinaire 
vigoureux. Dès que l'épicotyle atteint 2 à 3 cm de hauteur, le greffage peut être effectué. 
2. Origine des greffons . - Les greffons sont prélevés sur des rameaux de Sequoiadendron giganteum centenai-
res greffés et élevés en conteneurs dans une salle climatique où les conditions ambiantes sont similaires à celles 
de la chambre de culture in vitro, exceptée l'intensité lumineuse fixée à 17W/m2 pour une humidité relative de 
75 %. 
3. Technique de greffage. - Les manipulations sont effectuées en conditions aseptiques; le greffage est réalisé 
sous loupe binoculaire et la source lumineuse est transmise par fibres optiques. Le porte-greffe, solidaire de 
son support synthétique ( fig. 1), est délicatement amené vers l'orifice du tube de culture pour ne sortir que la 
partie supérieure de l'axe épicotylé ( fig. 2) qui est alors entaillé latéralement par une incision longitudinale de 
1 à 2 mm de long réalisée à l'aide d' un éclat de lame de rasoir ( fig . 3). Le greffon, prélevé par une dissection 
rapide, est constitué par le dôme apical du méristème caulinaire avec ses primordia et éventuellement une 
ébauche foliaire; la base est ta illée en biseau et l' ensemble, hors tout, n'excède pas 0,4 mm. L'expiant, posé 
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É t a p e s  c h r o n o l o g i q u e s  d u  g r e f f a g e .  F i g .  1 .  :  s e m i s  p a r l e - g r e f f e  e n  c u l t u r e  i 1 1  v i c r o  s u r  m o t t e  s y n t h é t i q u e .  F i g .  2 .  :  
p o r t e - g r e f f e  p r ê t  à  ê t r e  g r e f f é .  F i g .  3 .  :  l e  g r e f f o n  ( G )  s u r  l ' é c l a t  d e  l a m e  d e  r a s o i r  a y a n t  s e r v i  a u  p r é l è v e m e n t  
( L )  e s t  i n s é r é  d a n s  l ' e n t a i l l e  ( E )  e f f e c t u é e  s u r  l ' a x e  é p i c o t y l é  d u  p o r t e - g r e f f e  ( P G ) .  
M i c r o g r a f c i 1 1 g  s u c c e s s i v e  s c a g e s .  F i g .  l :  y o u 1 1 g  s e e d l i n g  s t o c k - p l a n t  g r o w i 1 1 g  i n  v i t r o  0 1 1  s y 1 1 t h e t i c  
s u b s t r a t e .  F i g .  2 :  s t o c k - p l a l l l  r e a d y  f o r  g r a f t i n g .  F i g .  3 :  t h e  s c i o 1 1  ( G )  0 1 1  t h e  r a z o r  s l i d e  u s e d  f o r  t l i e  
r e m o v a l  ( L )  i s  i n c r o d u c e d  i 1 1 t o  c / i e  e u t  ( E )  m a d e  0 1 1  t l i e  s t o c k - p l a n t  e p i c o t y l  ( P G ) .  
s u r  l ' e x t r é m i t é  d e  l ' é c l a t  d e  l a m e  d e  r a s o i r  u t i l i s é  p o u r  l e  p r é l è v e m e n t ,  e s t  i m m é d i a t e m e n t  e t  t r è s  d é l i c a t e m e n t  
i n s è r é  d a n s  l a  f e n t e  p r é a l a b l e m e n t  e f f e c t u é e  s u r  l e  p o r t e - g r e f f e  (  f i g .  3 ) .  C e t t e  é t a p e  s ' a p p a r e n t e ,  à  u n e  é c h e l l e  
b e a u c o u p  p l u s  r é d u i t e ,  à  l a  t e c h n i q u e  d e  g r e f f a g e  t r a d i t i o n n e l l e  e t  i l  i m p o r t e  d ' e n  r e s p e c t e r  l e s  m o d a l i t é s  
u s u e l l e s  :  r a p i d i t é ,  c o u p e  f r a n c h e ,  p o l a r i t é  d u  g r e f f o n ,  p o s i t i o n  c o r r e c t e  d e  l ' i m p l a n t  a f i n  d e  f a c i l i t e r  p r é c o c e m e n t  
l ' a d h é r e n c e  e n t r e  g r e f f o n  e l  p o r t e - g r e f f e .  L ' o p é r a t i o n  r é a l i s é e ,  l e  p o r t e - g r e f f e  e s t  r e p l a c é  d a n s  l e s  c o n d i t i o n s  d e  
c u l t u r e  i n i t i a l e s .  
R É S U L T A T S .  - L e  s u c c è s  d u  g r e f f a g e  e s t  c o n d i t i o n n é  p a r  l a  d e x t é r i t é  d u  m a n i p u l a t e u r  
e t  p a r  l ' é t a t  d e  l a  p o u s s e  a u  m o m e n t  d u  p r é l è v e m e n t .  E n  p é r i o d e  d e  r e p o s  v é g é t a t i f ,  n o u s  
o b t e n o n s  3 5  %  d e  r é u s s i t e  s u r  9 0  g r e f f e s  r é a l i s é e s .  A u  c o n t r a i r e ,  l e s  m é r i s t è m e s  p r é l e v é s  
s u r  d e s  a x e s  e n  c r o i s s a n c e  o n t  t e n d a n c e  à  s ' o x y d e r ,  a v a n t  d e  d é p é r i r .  D a n s  l e s  s i t u a t i o n s  
f a v o r a b l e s ,  l a  s o u d u r e  s ' e f f e c t u e  r a p i d e m e n t  p a r  p r o l i f é r a t i o n  d e s  t i s s u s  c o r t i c a u x  d u  
p o r t e - g r e f f e .  L ' o r g a n o g e n è s e ,  p u i s  l e  d é v e l o p p e m e n t  d e  l a  n o u v e l l e  p o u s s e  c o m m e n c e  2  à  
3  s e m a i n e s  a p r è s  l e  g r e f f a g e .  L e s  t o u t e s  p r e m i è r e s  f e u i l l e s  f o r m é e s  s o n t  q u e l q u e  p e u  
a t r o p h i é e s ,  c o n s é q u e n c e  v r a i s e m b l a b l e  d u  t r a u m a t i s m e  c a u s é  p a r  l e  g r e f f a g e ;  p u i s  l a  
m o r p h o l o g i e  d u  g r e f f o n  s ' i d e n t i f i e  a u  t y p e  j u v é n i l e  [ 9 ] .  
U n  s e v r a g e  p r o g r e s s i f  f a v o r i s e  l a  c r o i s s a n c e  d e  l a  n o u v e l l e  p o u s s e  e n  é v i t a n t  u n e  t r o p  
f o r t e  c o n c u r r e n c e  a v e c  l ' a p p a r e i l  c a u l i n a i r e  d u  p o r t e - g r e f f e .  L ' a c c l i m a t a t i o n  e n  c o n d i t i o n s  
h o r t i c o l e s  e s t  f a c i l i t é e  p a r  l a  q u a l i t é  d u  s y s t è m e  r a c i n a i r e  d é v e l o p p é  s u r  s u b s t r a t  f i b r e u x .  
D 1 s c u s s 1 0 N ,  CO N C L U S I O N S .  - L a  m é t h o d e  p r o p o s é e ,  a p p l i c a b l e  d a n s  s o n  p r i n c i p e  à  b o n  
n o m b r e  d ' a u t r e s  e s p è c e s ,  p e r m e t  d e  g r e f f e r  a v e c  u n  r e n d e m e n t  d e  3 5  %  d e s  p o i n t s  
v é g é t a t i f s  d e  s u j e t s  â g é s  s u r  d e  j e u n e s  s e m i s  c u l t i v é s  i n  v i t r o .  
D u  p o i n t  d e  v u e  t e c h n i q u e ,  l a  m o t t e  e n  s u b s t r a t  s y n t h é t i q u e  e s t  a v a n t a g e u s e  c a r  e l l e  
p e r m e t  d e  s o r t i r  s a n s  d o m m a g e  l e  p o r t e - g r e f f e  d u  t u b e  p o u r  f a c i l i t e r  l e  g r e f f a g e .  D ' a u t r e  
p a r t ,  c h i m i q u e m e n t  n e u t r e ,  e l l e  g a r a n t i t  l a  c o m p o s i t i o n  d e  l a  s o l u t i o n  n u t r i t i v e  q u i  p e u t  
ê t r e  m o d i f i é e  e n  c o u r s  d e  c u l t u r e  s i  b e s o i n  e s t .  L a  f e n t e  l a t é r a l e ,  q u a n t  à  e l l e ,  é v i t e  l e  
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déssèchement du méristème implanté et favorise l'union du greffon et du porte-greffe 
dans un micro-environnement propice, à l'abri d'une lumière trop forte. 
Cette possibilité de greffer des méristèmes peut être exploitée à diverses fins, en biologie 
fondamentale comme dans des domaines plus appliqués tels que l'arboriculture fruitière 
{[l], (2), (6), (7)). C'est également un moyen de profiter des avantages reconnus de la 
culture des méristèmes en substituant au milieu de culture artificiel, généralement gélosé, 
un support naturel : le porte-greffe. Cette solution paraît plus judicieuse, tant du point 
de vue pratique que physiologique, notamment pour recouvrer certaines caractéristiques 
des formes juvéniles telles que l'aptitude à la multiplication végétative. Les premiers 
résultats d'une étude comparative sur le clonage d'arbres âgés à partir de méristèmes 
vont dans ce sens. 
Remise le 14 octobre 1985, acceptée le 16 décembre 1985. 
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Morphologie végétale/Plant Morphology 
Profils méristématiques de séquoias géants (Sequoiadendron 
giganteum Buchholz) jeunes et âgés durant les stades de 
repos végétatif et de débourrement 
Olivier MONTEUUIS 
Résumé - Le contour des dômes méristématiques de séquoias géants (Sequoiadendron gigallleum 
Buchholz) peut être décrit au moyen d'une régression curvilinéaire de la forme y=axh. Les profils 
méristématiques obtenus sont significativement influencés par l'âge des sujets et le stade végétatif 
des bourgeons d'où sont issus les méristémes. Par rapport aux observations correspondant au 
repos végétatif, les méristémes prélevés lors du débourrement présentent une plus grande analogie 
morphologique avec le type juvénile évasé caractéristique. Ces résultats sont exposés en relation 
avec l'aptitude à la multiplication végétative du matériel considéré. 
Apical meristem outlines ofyoung and mature giant sequoias (Sequoiadendron 
giganteum Buchholz) during rest phase and budbreak 
Abstract - Apical meristem outlines of gialll sequoias (Sequoiadendron giganteum Buchholz) could 
be described through a curvilinear regression of the fo/lowing form: y=axb. The profiles obtained 
were connected both ta the age of the donor tree and to the phe11ology of the buds from which the 
apices were excised. Thus, when compared IO ihe rest period, merisiems removed during hudbreak 
showed a larger hasal surface, tending in this l\'ay Lo the juve11ile characleristics. These re:mlrs were 
considered in relai.ion Lo the c/oning capacities of the artels. 
Abridged English Version - In the same way as for a lot of ligneous specics [ r], success of in 
vitro meristem cultures of giant sequoia (Sequoiadendron giganteum) dcpends on the age of the 
donor tree and on the time of the expiant removal [2] . The influence ofthese two factors on the 
apical meristem conformation was analysed, referring to 18 month-old and rno year-old giant 
sequoia [3] during rest phase and budbreak. Random samplings of shoot apices collected at 
these periods from clones corresponding to these materials (3] were fixed then prepared accor-
ding to standard histological procedures required for microscopie observations (4]. 30 median 
longitudinal apex sections, 7 µm thick, stained with Azure B (4], were examinated for each of the 
4 age x vegetative state combinations. Every apical dome outline observed through the micros-
cope was reported in an orthonormal (Ox, Oy) axis system - y-axis and the origin O correspon-
ding respectively to the central longitudinal axis of the shoot apex and to its summit - to be 
experimentally defined by (x;, JI;) coordinates. 
As suggested by Schüepp (5], computer data processing established that the profiles observed 
could be reliably - o. 96 < R 2 < r, [6] - described by a curvilinear regrcssion of the form: 
y=axb. 
A two-way analysis of variance (6] pointed out significant influences - p < o. 001 - of the 
age and of the vegetative state of the plant material on the coefficient a, the exponent b and the 
product a. b, which defined each profile; moreover, a noticeable interaction - p <o. oor - of 
the two experimental factors was noticed for a and a . b. Statistical analysis results are detailed 
in Table. 
The profiles characterizing each of the 4 apex samples are drawn in Figurer, and correspond 
to the following regressions: 
juvenile clone, rest phase (Fig. ra): y=o. 41 x 1 · 60 (R2 = r); 
- juvenile clone, budbreak ( Fig. 1 b): y= o . 41 x 1 · 34 (R 2 =o. 99); 
Note présentée par Alexis MOYSE. 
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m a t u r e  c l o n e ,  r e s t  p h a s e  ( F i g .  1  c ) :  y =  o .  5 7  x  
1  
·  
8 0  
( R  
2  
=  1  ) ;  
m a t u r e  c l o n e ,  b u d b r e a k  ( F i g .  1  d ) :  y =  o .  4 6  x
1  
·  
5 1  
( R  
2  
= o .  9 9 ) .  
T h e  a n a l y t i c  m o d e l  a d o p t e d  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  m o s t  s a t i s f a c t o r y  a m o n g  t h e  o t h e r  r e g r e s s i o n  
f o r m s  t e s t e d  t o  e x p r e s s ,  t h r o u g h  a  c o n c i s e  m a t h e m a t i c  f o r m u l a t i o n ,  t h e  c o n f o r m a t i o n  o f  v e g e t a -
t i v e  s h o o t  a p i c e s  o f  g i a n t  s e q u o i a s .  
T h e  r e a l i s t i c  p r o f i l e s  t h u s  o b t a i n e d  s h o w e d  t h a t  m e r i s t e m s  f r o m  y o u n g  C r e e s  w e r e  c h a r a c r e r i -
z e d  b y  a  l a r g e  b a s a l  s u r f a c e ,  b y  c o n t r a s t  w i t h  t h o s e  f r o m  m a t u r e  t r e e s ,  w h i c h  a p p c a r e d  t o  b e  s h a r -
p e r  a n d  n a r r o w e r ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  F i g u r e  2 .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  a r e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  s i m i l a r  
s t u d i e s  r e f e r r i n g  t o  o t h e r  c o n i f e r o u s  s p e c i e s  ( ( 7 ) ,  [ 8 ] ,  [ 9 ] )  a n d  c o n s i d e r i n g  t h e  r a t i o  o f  t h e  h e i g h t  
o n  t h e  d i a m e t e r  m e a s u r e m e n t s  o f  t h e  a p i c a l  d o m e ,  w i t h  t h e  s m a l l e r  v a l u e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  
m o r e  j u v e n i l e  f o r m s .  
T h e  o t h e r  m a i n  f e a t u r e  o f  o u r  s t u d y  w a s  t h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  v e g e t a t i v e  s t a t e  o f  t h e  b u d  o n  t h e  
r e l e v a n t  a p e x  m o r p h o l o g y  ( [ r o ] ,  [ r  , ] ,  [ 1 2 ] ) .  l n  a g r e e m e n t  w i t h  O w s t o n  o n  P i n u s  s t r o b u s  [ 8 ] ,  i t  
w a s  f o u n d  t h a t  m e r i s t e m s  o f  g i a n t  s e q u o i a  a t  t h e  b u d b r e a k  t i m e  e n l a r g e d  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  
r e s t  p h a s e  c o n f o r m a t i o n ,  a n d  t h u s  t e n d e d  t o  h a v e  t h e  p r o f i l e s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  j u v c n i l e  f o r m s  
w h i c h  p r o v i d e d  t h e  b e s t  r e s u l t  i n  i 1 1  v i t r o  c u l t u r e s  ( 2 ) .  T h i s  p h e n o m e n o n ,  w h i c h  w a s  p a r t i c u -
l a r l y  n o t i c e a b l e  f o r  m a t u r e  t r e e s ,  s u g g e s t  t o  c o n s i d e r  t h e  e v o l u t i o n a r y  a s p e c t s  o f  a p i c a l  m e r i s t e m s  
d u r i n g  t h e  y e a r ,  i n  r e l a t i o n  t o  s e a s o n a l  v a r i a t i o n s .  M o r e o v e r ,  k e e p i n g  i n  m i n d  t h e  r e l a t i o n s h i p  
b e t w e e n  t h e  m o r p h o l o g i c a l  a s p e c t s  a n d  t h e  o r g a n o g e n i c  c a p a c i t i e s  ( 2 ) ,  m e r i s t e m  c o n f o r m a t i o n  
c o u l d  r e f l e c t  i n n e r  b a s i c  c h a r a c t e r i s t i c s  d e p e n d i n g  o n  t h e  a g e  o f  t h e  p l a n t  a n d  o n  i t s  v e g e t a t i , · e  
s t a t e .  R e l e v a n t  c y t o m o r p h o l o g i c a l  a n a l y s i s  t a k i n g  i n t o  a c c o u n t  t h c s e  t w o  f a c t o r s  a r e  u n d e r w a y ,  
a n d  w o u l d  g i v e  s o o n  c o m p l e m e n t a r y  i n f o r m a t i o n  t o  v e r i f y  t h i s  h y p o t h e s i s .  
N e v e r t h e l e s s ,  f r o m  n o w  o n ,  t h e  r e s u l t s  p r e s e n t l y  r e p o r t e d  a p p e a r  t o  b e  h e l p f u l  t o  s e l e c t  t h e  
m o s t  p r o m i s i n g  c x p l a n t s  f o r  t h e  s u c c c s s  o f  i 1 1  v i t r o  m e r i s t c m  c u l t u r e .  
I N T R O D U C T I O N .  - E n  d é p i t  d e  n o m b r e u x  s u c c è s  d a n s  l e  d o m a i n e  h o r t i c o l e ,  l a  c u l t u r e  
i n  v i t r o  d e  m é r i s t è m e s  d e  c e r t a i n e s  e s p è c e s  a r b o r e s c e n t e s  à  d e s  f i n s  d e  c l o n a g e  d e m e u r e  
a l é a t o i r e  ( ! ] .  S u r  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  B u c h h o l z ,  n o u s  a v o n s  p u  c o n s t a t e r  q u e  
l ' i n f l u e n c e  d u  v é g é t a l  s ' e x e r c e  p r i n c i p a l e m e n t  à  t r a v e r s  s o n  â g e  e t  l ' é t a t  p h y s i o l o g i q u e  
d e s  e x p l a n t s  a u  m o m e n t  d u  p r é l è v e m e n t ,  l e s  m e i l l e u r s  r é s u l t a t s  é t a n t  o b t e n u s  i n  v i t r o  à  
p a r t i r  d e  m é r i s t è m e s  e x c i s é s  d e  b o u r g e o n s  d e  j e u n e s  i n d i v i d u s  e n  t r a i n  d e  d é b o u r r e r  ( 2 ] .  
C e s  r e m a r q u e s  n o u s  o n t  i n c i t é s  à  t e n t e r  d e  c a r a c t é r i s e r  d e  l a  f a ç o n  l a  p l u s  s i m p l e  e t  
i m m é d i a t e  p o s s i b l e  l e s  é c h a n t i l l o n s  d e  m é r i s t è m e s  d e  s é q u o i a  g é a n t  o b s e r v é s  e n  c u l t u r e  
i n  v i t r o  e n  f o n c t i o n  d e  l e u r  o r i g i n e .  L ' a n a l y s e  d e  c o n t o u r s  d e  d ô m e s  m é r i s t é m a t i q u e s  
d ' i n d i v i d u s  j e u n e s  e t  â g é s  d u r a n t  l e s  s t a d e s  p h é n o l o g i q u e s  b i e n  d i s t i n c t s  d e  r e p o s  v é g é t a t i f  
e t  d e  d é b o u r r e m e n t  a  é t é  e n t r e p r i s e  d a n s  c e t t e  o p t i q u e .  
M A T ~ R I E L  E T  M É T H O D E S .  - O r i g i n e  d e s  é c h a n t i l l o n s .  - L e  m a t é r i e l  j e u n e ,  i s s u  d u  b o u t u r a g e  d ' u n  s e m i s  d e  
s é q u o i a  g é a n t  â g é  d e  1 8  m o i s ,  p e u t  ê t r e  p r o p a g é  p a r  c u l t u r e  d e  m é r i s t è m e s  b e a u c o u p  p l u s  f a c i l e m e n t  q u e  l e  
m a t é r i e l  â g é ,  p r o v e n a n t  d ' u n  s é q u o i a  g é a n t  c e n t e n a i r e  g r e f f é  [ 2 ] .  C e s  p i e d s - m è r e s ,  o b t e n u s  3  a n s  a u p a r a v a n t  [ 3 ]  
e t  c u l t i v é s  d e p u i s  l o r s  à  l ' e x t é r i e u r ,  à  l ' U n i v e r s i t é  d e  C l e r m o n t - F e r r a n d ,  p r é s e n t e n t  u n  p o r t  b u i s s o n n a n t  d i f f u s  
f a v o r i s é  p a r  d e s  p r é l è v e m e n t s  f r é q u e n t s .  C e s  p l a n t s  s o n t  r e p r é s e n t a t i f s  d e s  d e u x  c l a s s e s  d ' â g e s  c o n s i d é r é e s  ( [ 2 ] ,  
[ 3 ] ) .  L e s  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s  c a u l i n a i r e s  o b s e r v é s  p r o v i e n n e n t  d ' e x t r é m i t é s  d ' a x e s  v é g é t a t i f s  r é c o l t é s  d e  f a ç o n  
a l é a t o i r e  d u r a n t  l e  r e p o s  v é g é t a t i f  d e  j a n v i e r ,  p u i s  d é b u t  m a i ,  l o r s  d u  d é b o u r r e m e n t .  
P r é p a r a t i o n  d e s  é c l i a 1 1 t i l l o n s .  - L e s  e x t r é m i t é s  c a u l i n a i r e s  d é b a r r a s s é e s  d e  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e  l e u r s  f o r m a t i o n s  
f o l i a i r e s  s o n t  f i x é e s  d a n s  l e  m é l a n g e  é t h a n o l  9 5 % / f o r m a l d é h y d e / a c i d e  a c é t i q u e  ( 1 7 / 2 / 1 ;  v / v / v ) ,  p u i s  d é s h y d r a t é e s  
p a r  u n e  s é r i e  d ' a l c o o l - t o l u è n e  [ 4 ]  a v a n t  i n c l u s i o n  d a n s  l a  p a r a f f i n e .  L e s  c o u p e s  l o n g i t u d i n a l e s  d e  7  µ m  d ' é p a i s -
s e u r  o b s e r v é e s  e n  m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  o n t  é t é  c o l o r é e s  p a r  f A z u r  B  [ 4 ] ,  e n  p r é v i s i o n  d ' a n a l y s e s  c o m p l é m e n t a i r e s  
u l t é r i e u r e s .  
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TABLEAU 
Analyses de variance appliquées au ca:fficient a, 
à l'exposant b et au produit a. b (Plan d'ordre 2 à 30 répétitions). 
Ana/ysis of variance related to the cœfficient a, 
the exponent band the product a. b (22 factorial design with 30 replicates). 
Paramètre 
Origine considéré 
Entre stades végétatifs (repos ou { a débourrement) ...... ... .... b 
a.b 
f a Entre clones (jeune ou âgé) ...... ( b a .b 
) a Interaction ...... .... .. .... . b t a .b 
J a Résiduelle (directe) ... . .. . . ... . 
1 b a.h 
{ a TOTAL .. . .... .. .. b 
a.b 
Somme 
des carrés 
0,1042 
1,6231 
1,3244 
0,2780 
1,2023 
1,914 7 
0,1119 
0,0143 
0,4403 
0,9764 
6,437 7 
2,2094 
1,4705 
9,2774 
5,888 8 
Degré 
de liberté 
(d.d.l.) 
1 
116 
116 
116 
119 
119 
119 
Variance 
0,1042 
1,6231 
1,3244 
0,278 0 
1,2023 
1,914 7 
0,1119 
0,0143 
0,4403 
0,0084 
0,055 5 
0,0190 
717 
Rapport 
de 
variances 
F 
12,40 
29,24 
69,71 
33,10 
21,66 
100,77 
13,32 
0,25 
23,17 
Méthodes d'analyse, mesures et traitement des do1111ées. - La section la plus médiane de chaque méristème, 
débité longitudinalement en ruban de coupes, est choisie pour reporter au moyen d'une chambre claire le 
contour du dôme méristématique sur une feuille de papier, en précisant l'échelle. 30 tracés pour chaque 
combinaison : âge du clone (jeune ou âgé) x stade végétatif (repos ou débourrement), soit au total 120 figures, 
ont été analysés. 
Des observations réalisées tant dans l'espace qu'à partir de coupes longitudinales et transversales, tendent à 
assimiler la configuration des dômes méristématiques des points végétatifs caulinaires de séquoia géant, comme 
pour d 'autres végétaux (5), à des paraboloïdes elliptiques de révolution. Le contour de chacun des méristèmes 
observés peut ainsi être caractérisé en projection plane à partir d'un ensemble de coordonnées cartésiennes (x;, 
Y;) déterminées graphiquement dans un quadrant d'un repère orthonormé (Ox, Oy), l'origine O et l'axe y des 
ordonnées correspondant respectivement au sommet et à l'axe central longitudinal du méristème considéré, 
comme il est indiqué dans la figure 1. Le traitement informatique des données obtenues semble indiquer que 
chaque relevé peut être décrit par une régression curvillinéaire de type puissance, de la forme y=axb, le 
coefficient de détermination R 2 renseignant sur la qualité de l'ajustement établi. Sur ces bases, les effets de 
l'âge du clone et du stade végétatif ont été analysés à travers le cœfficient a, l'exposant b, et le produit a . b, au 
moyen d'analyses de variance à deux critères de classification appliquées à l'expérience factorielle 22 (plan 
d'ordre 2 à 30 répétitions) d'ensemble (6). Une illustration synthétique de ces résultats sous forme d'un profil 
type de chacun des quatre échantillons de méristèmes considérés est proposée à partir des valeurs moyennes 
des couples (x;, Y;) correspondant au 30 contours; le tracé intégral est obtenu par symétrie par rapport à l'axe 
Oy de l'ajustement établi pour le demi-axe Ox. 
RÉSULTATS. - L'examen de l'ensemble des régressions effectuées pour les 120 cas de 
figures confirme que x et y sont liés de façon très satisfaisante par une relation de la 
forme y = axb, R 2 variant de 0,96 à 1. 
Les différentes analyses de variance résumées dans le tableau révèlent un effet haute-
ment significatif (p <0,001) des facteurs: âge du clone et stade végétatif, sur les valeurs 
de a, de b, et de a. b, caractérisant chaque contour méristématique. L'influence de 
l'interaction entre les deux facteurs expérimentaux considérés se ressent très nettement 
sur le cœfficient a et le produit a. b (p < 0,001). 
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0  
a  
1  y  
'  
( a )  C l o n e  j e u n e ,  s t a d e  r e p o s  v é g é t a t i f .  
( a )  J u v e n i l e  c l o n e ,  r e s t  p h a s e .  
0  
1  
1  y  
'  
( c )  C l o n e  â g é ,  s t a d e  r e p o s  v é g é t a t i f .  
( c )  M a t u r e  c l o n e ,  r e s t  p h a s e .  
X  
- -
X  
- - -
0  
1  
. V  
'  
( b )  C l o n e  j e u n e ,  s t a d e  d é b o u r r e m e n t .  
( b )  J u v e n i l e  c l o n e ,  b u d b r e a k .  
0  
1  
1  
1  y  
'  
( d )  C l o n e  â g é ,  s t a d e  d é b o u r r e m e n t .  
( d )  M a t u r e  c l o n e ,  b u d b r e a k .  
X  
- - -
X  
- -
F i g .  1 .  - P r o f i l s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c h a c u n  d e s  q u a t r e  é c h a n t i l l o n s  d e  m é r i s t è m e s  é t u d i é s  ( G  x  5 7 0 )  
F i g .  1 .  - C h a r a c t e r i s t i c  0 t l / l i 1 1 e s  o f  t h e  a p i c a l  d a m e s  c o r r e s p o n d i n g  
t o  t h e  f o u r  d i f f e r e 1 1 t  o r i g i n s  o b s e r v e d  ( M x  5 7 0 ) .  
L e s  p r o f i l s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  c h a c u n  d e s  q u a t r e  é c h a n t i l l o n s  d e  m é r i s t è m e s  é t u d i é s  
s o n t  r e g r o u p é s  a u  s e i n  d e  l a  f i g u r e  1 .  L e s  t r a c é s  p r é s e n t é s  o n t  é t é  r é a l i s é s  à  p a r t i r  d e s  
r é g r e s s i o n s  s u i v a n t e s  ( x  ~ 0 )  :  
c l o n e  j e u n e ,  s t a d e  r e p o s  v é g é t a t i f  ( f i g .  1  a ) :  y = 0 , 4 1  x
1
•
6 0  
( R
2
=  l ) ;  
c l o n e  j e u n e ,  s t a d e  d é b o u r r e m e n t  ( f i g .  1  b ) :  y = 0 , 4 1  x
1
·
3 4  
( R
2
= 0 , 9 9 ) ;  
c l o n e  â g é ,  s t a d e  r e p o s  v é g é t a t i f  ( f i g .  1  c ) :  y = 0 , 5 7  x 1 . s o  ( R
2
=  l ) ;  
c l o n e  â g é ,  s t a d e  d é b o u r r e m e n t  ( f i g .  1  d ) :  y = 0 , 4 6  x
1
•
5 1  
( R
2
= 0 , 9 9 ) .  
D 1 s c u s s 1 0 N .  - L e  c h o i x  d e  l a  f o n c t i o n  y =  a x b  p o u r  c a r a c t é r i s e r  l e s  p r o f i l s  m é r i s r é m a t i -
q u e s  d e  s é q u o i a  g é a n t  é t u d i é s  s ' e x p l i q u e  p a r  l ' i n t e n s i t é  d e  l a  l i a i s o n  t o u t  à  f a i t  s a t i s f a i s a n t e  
e n t r e  l e s  v a r i a b l e s  x  e t  y ,  c o m m e  l ' i l l u s t r e n t  l e s  v a l e u r s  d e  R  
2  
o b t e n u e s ;  e n  o u t r e ,  c e t t e  
r e l a t i o n  s é d u i t  p a r  s a  f o r m u l a t i o n  c o n c i s e  p a r  r a p p o r t  à  d ' a u t r e s  t y p e s  d e  r é g r e s s i o n  
é p r o u v é s  q u i  n ' o n t  p a s  p e r m i s  d ' a m é l i o r e r  l a  q u a l i t é  d e  l ' a j u s t e m e n t .  L a  m é t h o d o l o g i e  
e m p l o y é e ,  à  t r a v e r s  l e  m o d è l e  a n a l y t i q u e  r e t e n u ,  t r a d u i t  d e  f a ç o n  c l a i r e  e t  r é a l i s t e  l a  
c o n f o r m a t i o n  d e s  e x t r é m i t é s  a p i c a l e s  d e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s ,  e n  r e l a t i o n  a v e c  l a  m o r p h o g e -
n è s e ,  s a n s  s o u s - e s t i m e r  l a  v a r i a b i l i t é  i n t r a - é c h a n t i l l o n  i l l u s t r é e  p a r  l a  v a r i a n c e  r é s i d u e l l e .  
C o m m e  p o u r  P i c e a  a b i e s  [ 7 ] ,  l e s  d ô m e s  m é r i s t é m a t i q u e s  é v a s é s ,  r e p o s a n t  s u r  u n e  
g r a n d e  s u r f a c e  b a s a l e ,  s e m b l e n t  r e f l é t e r  u n  c e r t a i n  é t a t  j u v é n i l e  ( f i g .  2 ) ,  q u i  s ' e x p r i m e  
n o t a m m e n t  p a r  u n e  b o n n e  a p t i t u d e  à  l a  m u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e ,  e n  r a p p o r t  a v e c  u n e  
m o r p h o l o g i e  f o l i a i r e  b i e n  d é v e l o p p é e  [ 3 ] .  E n  r e v a n c h e ,  l e s  c o n t o u r s  m é r i s t é m a t i q u e s  p l u s  
p o i n t u s  c o r r e s p o n d e n t  a u x  f o r m e s  â g é e s ,  c a r a c t é r i s é e s  e n t r e  a u t r e s ,  p a r  d e s  f e u i l l e s  t r è s  
r é d u i t e s  e t  u n e  i n a p t i t u d e  a u  c l o n a g e  ( [ 2 ] ,  [ 3 ] ) .  C e s  r é s u l t a t s  c o n c o r d e n t  a v e c  l e s  o b s e r v a -
t i o n s  r é a l i s é e s  s u r  P i n u s  s t r o b u s  [ 8 ]  e t  P i n u s  p o n d e r o s a  [ 9 ] ,  e n  c o n s i d é r a n t  l e  r a p p o r t  d e s  
C. R. Acad. Sei. Paris, t. 305, Série III, p. 715-720, 1987 719 
Fig. 2. - Méristèmes apicaux caulinaires de Sequoiadendrori gigariteum observés durant le repos végétatif. 
Le dôme méristématique du clone juvénile (a) est plus évasé que pour le clone âgé (b); échelle: 100 µm. 
Fig. 2. - Shoot apical meristems of Sequoiadendron giganteum observed during rest phase. 
The apical dome of the juvenile clone (a) looks wider than the mature clone one (b); scale bar: 100 µm . 
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m e s u r e s  d e  l a  h a u t e u r  e t  d u  d i a m è t r e  d e s  m é r i s t è m e s  p r é l e v é s  s u r  d e s  i n d i v i d u s  j e u n e s  e t  
â g é s .  
P a r  a i l l e u r s ,  l ' é v o l u t i o n  d e s  p r o f i l s  m é r i s t é m a t i q u e s  e n  f o n c t i o n  d e  l a  p h é n o l o g i e  d e s  
b o u r g e o n s  ( [ 1 0 ] ,  [ 1 1 ] ,  [ 1 2 ] ) ,  p r é s e n t e m e n t  m i s e  e n  é v i d e n c e  p o u r  d e s  s t a d e s  v é g é t a t i f s  b i e n  
d i s t i n c t s ,  i n c i t e  à  c o n s i d é r e r  l ' a s p e c t  é v o l u t i f  d e  c e r t a i n e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  m é r i s t é m a t i q u e s ,  
d o n t  l a  f o r m e  n e  p o u r r a i t  ê t r e  q u ' u n  i n d i c e  [ 1 0 ] ,  e t  q u i  s e r a i e n t  i n f l u e n c é e s  p a r  d e s  
p a r a m è t r e s  s a i s o n n i e r s .  C o n f o r m é m e n t  a u x  o b s e r v a t i o n s  d e  O w s t o n  s u r  P i n u s  s t r o b u s  [ 8 ] ,  
l e s  m é r i s t è m e s  d e  s é q u o i a  g é a n t  o n t  t e n d a n c e  à  s é v a s e r  a u  s t a d e  d é b o u r r e m e n t ,  é v o l u a n t  
p a r  l à  m ê m e  v e r s  l e  p r o f i l  m é r i s t é m a t i q u e  c a r a c t é r i s t i q u e  d e s  f o r m e s  j u v é n i l e s .  C e  
p h é n o m è n e  e s t  p a r t i c u l i è r e m e n t  i m p o r t a n t  p o u r  l e s  m é r i s t è m e s  d e  s é q u o i a s  g é a n t s  â g é s ,  
d o n t  l e s  d i f f é r e n c e s  a v e c  l e u r s  h o m o l o g u e s  i s s u s  d e  j e u n e s  s u j e t s  o n t  t e n d a n c e  à  s ' a t t é n u e r  
a u  m o m e n t  d u  d é b o u r r e m e n t ,  n o t a m m e n t  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l e u r  r é a c t i v i t é  e n  c u l t u r e  i n  
v i t r o  t r è s  n e t t e m e n t  s u p é r i e u r e  à  l ' o r d i n a i r e  [ 2 ] .  
D e s  i n v e s t i g a t i o n s  e n  c o u r s  d e v r a i e n t  f o u r n i r  t r è s  p r o c h a i n e m e n t  d e s  i n f o r m a t i o n s  
c o m p l é m e n t a i r e s ,  s u r  l e  p l a n  c y t o l o g i q u e ,  a u x  o b s e r v a t i o n s  m o r p h o l o g i q u e s  e x p o s é e s  q u i  
p e r m e t t e n t ,  d è s  à  p r é s e n t ,  d e  c h o i s i r  ! o r ~  d e  l a  m i s e  e n  c u l t u r e  l e s  m é r i s t è m e s  l e s  p l u s  
p r o m e t t e u r s  e n  v u e  d u  c l o n a g e .  
J e  t i e n s  à  r e m e r c i e r  M m e  G e n e s t i e r  d u  L a b o r a t o i r e  d e  P h y t o m o r p h o g e n è s e  d e  l ' U n i v e r s i t é  d e  C l e r m o n t - l i  
p o u r  s a  p a r t i c i p a t i o n  e f f i c a c e  à  l a  p r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s ,  a i n s i  q u e  M m e  S a y s - L e s a g e  d · u n e  p a r t  e t  M M .  
L a c o i n t e  e t  M a r t i g n a c  d ' a u t r e  p a r t  d e  l ' I . N . R . A .  d e  C r o u e l l e ,  r e s p e c t i v e m e n t  p o u r  l e s  c l i c h é s  e n  m i c r o s c o p i e  
é l e c t r o n i q u e  à  b a l a y a g e  e t  l e  t r a i t e m e n t  s t a t i s t i q u e  d e s  d o n n é e s .  
N o t e  r e ç u e  l e  1 2  o c t o b r e  1 9 8 7 ,  a c c e p t é e  l e  2 8  o c t o b r e  1 9 8 7 .  
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ln vitro meristem culture of juvenile and mature 
Sequoiadendron giganteum 
O. MONTEUUIS 1 
As.wciatio11 Forêt Ce/111/use (AFOCEL). Do111ai11e de /'E1a11ro11, 77370 Na11gis, Fra11ce 
Rcccivcd January 29. 1987 
Summary 
A total o f 7000 mcri stems wcrc used in cxperimenls to invcstigalc lhe possibilily of cloning 
Seq11oiade11dro11 giga111e11111 Buchholz by i11 1·i1ro merislcm cullurc nfjuvcnile (2-ycar-old) and mature 
( 100-ycar-old) ortets. Cultures were initia1ed on a lnw-salt medium colllaining 0.1 mg 1 1 
1-naphthale ncaccti c ac.: id to stimulate mcristcmatic ac.:tivity . Bcnzylamino purine (0 .01 - 0 .5 mg 1 · 1) 
inhibited mcristcmatic activity. whereas gibbcrcllic acid (0 .01-0 .5 mg 1 1) had no dfcct on mcri-
stematic dcvelopmcnt. The mature ortet showed more spci:ilic minerai n.:4uin:1m:nts and a lower 
capac ity for c loning than the ju venilc ortet. Rootcd plants \\'Crc obwincd onl y from the juvcnile clone . 
Thcrc was a marked seasonal effeet on meristematic acliYity . cspci: ially for the mature clone . the 
mosl ac ti ve malcrial be ing obtaincd during budbrcak . 
Introduction 
There is much interest in the use of cloning in forestry (Zobel 1981) . The success 
of clonai reforestation programs is limited by the efficiency with which selected 
trees can be reproduced vegetatively (Durzan 1984. Bonga 1987) . Woody species 
in the juvenile phase are generally easy to clone by conventional techniques. The 
ease with which many trees are propagated tends to diminish, however, as they 
approach a size that is sufficient to allow a reliable evaluation of their crop 
potential (Mott 1981 , Bonga 1982b) . Sequoiadendro11 giga11teu111 Buchholz, the 
giant sequoia , is no exception to this rule (Monteuuis 1985) . The shoot apical 
meri stems are presumed to play a key role in phase change phenomena (Bonga 
1982b) and consequently in the cloning potential of mature ortets (Margara 1982, 
Nozeran 1983, Bonga 1987, Franclet et al. 1987) . To study phase change phenom-
ena and cloning potential in more detail we have examined the meristematic 
behavior of explants of juvenile and mature giant sequoias . Here we describe the 
culture conditions leading to plantlet regeneration from excised meristems of giant 
sequoia, and compare the cloning potential of juvenile and mature material. 
1 Prese111 address: Laboratoire de Phytomorphogenèse, Université Clermom If. 4, rue Ledru, 
63038 Clermom-Ferra11d Cédex, France. 
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M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
P l a n t  m a t e r i a l  
M O N T E U U I S  
T h e  m a t u r e  c l o n e  w a s  o b t a i n e d  b y  g r a f t i n g  s c i o n s  f r o m  a  1 0 0 - y e a r - o l d  o r t e t  o n t o  
y o u n g  g i a n t  s e q u o i a  s e e d l i n g s .  T h e  j u v e n i l e  c l o n e  c o n s i s t e d  o f  r o o t e d  c u t t i n g s  
d e r i v e d  f r o m  a  t w o - y e a r - o l d  s e e d l i n g .  D e t a i l s  o f  t h e  p r o c e d u r e s  a r e  r e p o r t e d  i n  a  
p r e v i o u s  p a p e r  ( M o n t e u u i s  1 9 8 5 )  w h i c h  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  ( c l o n e  
4 5  1 1 5 )  w a s  e a s y  t o  p r o p a g a t e  b y  c u t t i n g s  w h e r e a s  t h e  g r a f t e d  m a t u r e  c l o n e  ( c l o n e  
1 5 )  c o u l d  n o t  b e  p r o p a g a t e d  b y  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s .  T h e  c l o n e d  m a t e r i a l  w a s  
g r o w n  f o r  t w o  y e a r s  e i t h e r  o u t d o o r s  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C l e r m o n t - F e m m d  
( F r a n c e )  o r  i n  c o n t r o l l e d  e n v i r o n m e n t  c h a m b e r s  ( M o n t e u u i s  a n d  B o n  1 9 8 6 ) .  
S t e m  s e g m e n t s  f r o m  t h e  c l o n e d  s t o c k  p l a n t s  w e r e  s u r f a c e  s t e r i l i z e d  b y  d i p p i n g  
b r i e l l y  i n  7 0 %  e t h y l  a l c o h o l  b e f o r e  t h e  s h o o t  a p i c a l  m e r i s t e m s  w e r e  e x c i s e d  
a s e p t i c a l l y  u n d e r  a  c o l d  l i g h t  s o u r c e  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  o n  i n i t i a t i o n  m e d i u m .  
I n  t h i s  p a p e r .  t h e  t e r m  m e r i s t e m  i n c l u d e s  t h e  a p i c a l  d a m e  a n d  t h e  y o u n g e s t  l e a f  
p r i m o r d i a ;  a n y  s u r r o u n d i n g  y o u n g  l e a v e s  w e r e  r e m o v e d .  S u c h  e x p l a n t s  d i d  n o t  
e x c e e d  2 0 0 - 2 5 0  µ , m  i n  d i a m e t e r .  
U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  e x p e r i m e n t s  w e r e  w i t h  e x p l a n t s  f r o m  t h e  m a t u r e  c l o n e  
g r o w i n g  i n  a  c o n t r o l l e d  e n v i r o n  m e n t  c h a m b e r .  
l n  , · i r r o  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  
E a c h  c u l t u r e  m e d i u m  w a s  a d j u s t e d  t o  p H  5 . 5  w i t h  0 . 1  M  K O H  b e f o r e  t h e  a d d i t i o n  
o f  a g a r  a n d  t h e n  a u t o c l a v e d  a t  1 2 0  ° C .  e x c e p t  f o r  t h e  i n i t i a t i o n  m e d i u m  w h i c h  w a s  
s l e r i l i z e d  a t  1 1 0  ° C .  F o u r  m l  o f  m e d i u m  w a s  a s e p t i c a l l y  p o u r e d  i n l o  e a c h  3 5 - m m  
w i d e  p l a s t i c  t i s s u e  c u l t u r e  d i s h  a n d  f i v e  e x c i s e d  m e r i s t e m s  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  
e a c h  d i s h .  T h e  d i s h e s  w e r e  s e a l e d  w i t h  P a r a f i l m ®  a n d  m a i n t a i n e d  i n  a  g r o w t h  
c h a m b e r  a t  2 0  ° C  w i t h  ' M a z d a  F l u o r  L u m i è r e  d u  j o u r "  f l u o r e s c e n t  l a m p s  p r o v i d i n g  
1 4  W  m  -
2  
i r r a d i a n c e  a l  c u l t u r e  l e v e l  d u r i n g  t h e  1 6 - h  p h o t o p e r i o d .  A f t e r  t h e  t h r e e  
w e e k s  r e q u i r e d  f o r  i n i t i a t i o n  o n  t h e  L P / 2  b a s a l  m e d i u m  ( s e e  T a b l e  I  f o r  c o m p o s i -
t i o n ) ,  c u l t u r e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  m o n t h l y  t o  L P / 4  m e d i u m  ( s e e  T a b l e  1 )  u n t i l  t h e y  
w e r e  a b o u t  I  m m  t a l l ,  t h i s  s t a g e  t o o k  f r o m  o n e  t o  n i n e  m o n t h s  d e p e n d i n g  o n  t h e  
v i g o r  o f  t h e  e x p i a n t .  E x p l a n t s  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  e l o n g a t i o n  m e d i u m  ( E M ,  
s e e  T a b l e  1 ) .  W h e n  t h e  s h o o t s  w e r e  1 0  t o  1 5  m m  t a l l  t h e  y  w e r e  p l a c e d  o n  a  l o w  
s a i t  a n d  s u c r a s e  m e d i u m  c o n t a i n i n g  I  m g  1 -
1  
N A A  f o r  t h r e e  w e e k s .  T o  i n i t i a t e  
r o o t  d e v e l o p m e n t ,  t h e  s h o o t s  w e r e  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  s a m e  m e d i u m  l a c k i n g  
g r o w t h  r e g u l a t o r s  ( M o n t e u u i s  a n d  B o n  1 9 8 6 ) .  O n  t h i s  m e d i u m  8 0  1 0  1 0 0 %  o f  t h e  
e x p l a n t s  f r o m  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  f o r m e d  r o o t s .  T h e  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g s  w e r e  
a c c l i m a t e d  o u t d o o r s .  
E x p e r i m e n t a l  d e s i g n  
A  t o t a l  o f  7 0 0 0  e x c i s e d  m e r i s t e m s  w e r e  t e s t e d  u n d e r  v a r i o u s  i n  v i t r o  c u l t u r e  
c o n d i t i o n s .  O n l y  t h e  t r e a t m e n t s  h a v i n g  a  m a j o r  e f f e c t  o n  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  t h e  
m e r i s t e m  c u l t u r e s  a r e  r e p o r t e d  h e r e .  E x p e r i m e n t s  i n v o l v e d  a t  l e a s t  t w o  s a m p l i n g s  
p e r  t r e a t m e n t ,  e a c h  s a m p l i n g  c o m p r i s e d  t h r e e  r e p l i c a t i o n s  o f  1 5  m e r i s t e m s .  
~ 
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Macro1111trie111 experi111e11ts 
Meristem cultures were initiated on standard media such as those of Murashige 
and Skoog, Gamborg and Lepoivre (Quoirin et al. 1977, Augé et al. 1982. Mar-
gara 1982). ln addition, four low-salt macromineral compositions (see Table 1) 
were tested . Seventy-five explants (5 samplings each of 15 meristems) were used 
for each macronutrient x clone combination. 
Grm1•rh reF,ulatory e.rperiments 
The growth regulators , benzylamino purine (BAP) and gibberellic acid (GA.1) 
were tested al 0.01, 0.1 and 0.5 mg 1- 1 alone or mixed with 0.01. 0.05 orO.I mg 
1- 1 of 1-naphthaleneacetic acid (NAA) in the LP/2 basal initiation medium. 
M eriste111 respo11se 111easure111e11ts and statistical 111ethods 
After three weeks' culture on initiation medium, meristem reacliv1ty (MR) was 
estimated by expressing the number of chlorophyllous organogenic explants 
observed as a percentage of the total number of explants. Results were analyzed 
by the chi-squared test (x1) or the analysis of variance test (F-test) after 
Arcs in \ ·x angular transformation (Snedecor and Cochran 1957). Treatments 
were considered significant for P values s 0.05. The data are expressed ± 
confidence interval for P = 0.05. 
Rcsults and discussion 
M al-ro1111rrie11ts 
ln contras! to the meristems of angiosperms (Smith and Murashige 1970. Pennazio 
and Yecchiati 1976. Scaramuzzi and D ·El ia 1984). th ose of Seq11oiode11dro11 
giga11re11111 cultured on high sait media (macronutrient concentrations of 40-50 
mM) such as Murashige and Skoog. Gamborg or Lepoivre full-strength solutions 
did not undergo organogenesis . On these media , meristem cultures showed 
necrosis. vitrification and other degenerative symptoms of high salinity (Beau-
chesne 1981 , Margara 1982). Organogenesis by Sequoiadendron gigameum meri-
stem cultures was induced, however, on relatively simple media (GB/2, LP/2, HR 
and KP in Table 1) lac king growth substances and with a total sait concentration of 
20-30 mM (Figure 1 ). Similar observations have been reported for meristem 
cultures of other gymnosperms including Picea abies (L.) Karst. (Romberger and 
Tabor I 971), Pseudorsuga menziesii (Mirb.) Franco (Bekkaoui et al. 1985 , 
Bekkaoui 1986) , Sequoia semperFire11s (D. Don) End!. and Pi11us pinaster Ait. 
(Walker et al. 1985). 
Exogenous growth regulators 
Tests with explants of the mature c lone showed that organogenesis was strongly 
promoted by NAA. At concentrations of 0 .1, 0.01 and O mg 1- 1, meristem reactiv-
ity (MR) scores were 74 ± 7%, 55 ± 8% and 28 ± 7%. In a comparison of the 
2 6 8  
M O N T E U U I S  
T a b l e  1 .  C o m p o s i t i o n s  o f  t h e  c u l t u r e  m e d i a  u , c d  f o r  c l o n i n g  g i a n t  s c q u o i a s  h y  i 1 1  , · i t r o  m c r i s t c m  
c u l t u r e  ( m g  1  ·  ' ) .  
G B / 2
1  
H R '  K P '  
L P / 2
1  
L P / 4  
E M '  
M a < - r o 1 1 1 1 t r i t . ' 1 1 t .1·  
N H , N O ,  
2 0 0  
1 0 0  8 2 5  
K N O ,  1 2 5 0  
2 5 0  
9 0 0  
4 5 0  9 5 0  
C a C l , . 2 H , O  
7 5  7 5  
2 2 0  
M g S 0 , . 7 H , O  1 2 5  
2 5 0  2 5 0  
1 8 0  9 0  1 8 5  
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2 5 0  l . 1 5  
6 7  8 5  
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-
7 5 0  
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C a ( N 0 i l : . 4 H , O  
1 0 0 0  6 0 0  3 0 0  
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6 0 0  
M i c r i 1 1 1 1 1 1 r i c · 1 1 1 s  
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2 7 . 8  2 7 . 8  2 7  . 8  
l . 1 . l J  
2 7 . 8  
N a , - E D T A  . 1 7 . 2  
. 1 7 . 2  . 1 7 . 2  
: n .  2  
1 8 . 6  . 1 7  . 2  
C o C l , - 6 1 - l , O  
0 . 0 2 5  
( ) . ( ) 2 5  
0 . 0 2 5  0 . 0 2 5  l l . 0 2 5  
0 . 0 2 5  
C u S 0 , . 5 H , O  
( ) . 0 2 5  
0 . 0 2 5  
0 . 0 2 5  
0 . 0 2 5  0 . 0 2 5  
( ) . ( ) 2 5  
M n S 0 , . 4 H : O  
2 2  .  . 1  
2 2  . .  ~ 
2 2 . 3  
2 2  .  . 1  2 2 . J  
2 2  .  . 1  
K I  
0 . 8 . 1  l U D  0 . 8 3  
0 . 8 3  
0 . 8 . " ,  
0 . 8 : 1  
N a , M o 0 , . 2 H , 0  
0 . 2 5  
0 . 2 5  
0 . 2 5  0 . 2 5  
0 . 2 5  0 . 2 5  
Z n S 0 , . 7 H , O  
8 . ( 1  
8 . 6  
8 . ( ,  
8 . 6  
8 . 6  
8 . 6  
H , B O ,  
6 . 2  
( , . 2  
( i . 2  
6 . 2  
6 . 2  
( i . 2  
O r g u n i c  c o 1 1 . , · 1 i 1 1 1 e n 1 s  
M y o - i n o s i t < > I  1 0 0  
1 0 0  
1  ( ) ( )  
1 0 0  
l ( X l  
5 0  
T h i a m i n e - H C I  
1  1  
1  
1  
P y r i d o x i n . . : - H C I  1  
1  1  
G l y c i n e  
2  2  2  
2  2  2  
N i c o t i n i c  a c i d  
1  1  1  1  
S u n o , c  
. 1 0 0 0 0  
: 1 ( ) ( ) ( ) ( )  
. 1 0 0 0 0  
3 0 0 0 0  
., 0 0 0 0  
. " , ( ) 0 0 0  
B a c t o  a g a r  ( D i f c o )  8 0 0 0  8 0 0 0  
8 0 0 0  
8 0 0 0  8 0 0 0  7 0 0 0  
A c t i v a t c d  c h a n : o a l  
( M e r c k  2 1 8 6 )  
2 0 0 0 0  
' G a m b o r g .  G B / 2 ;  H e l l c r .  H R :  K n o p .  K P :  a n d  L c p o i v r e .  L P / 2  ( Q u o i r i n  e t  a l .  19 7 7 .  A u g é  e t  a l .  
1 9 8 2 ) .  W e  u s e d  L P / 2  a s  t h e  b a s a l  m e d i u m .  
:  E l o n g a t i o n  m e d i u m .  E M .  
e f f e c t s  o f  N A A ,  I B A  a n d  I A A  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  m g  1 -
1
,  i n i t i t i a t i o n  
p e r c e n t a g e s  w e r e  6 6  ±  1 1 % ,  5 0  ±  1 1 < ' . k  a n d  2 3  ±  1 0 % ,  r e s p e c t i v e l y .  A l i  c o n c e n -
t r a t i o n s  o f  B A P  t h a t  w e r e  t e s t e d  r e d u c e d  o r g a n o g e n e s i s  b y  m e r i s t e m s  c u l t u r e d  i n  
L P / 2  f r o m  a  c o n t r o l  v a l u e  o f  a b o u t  2 5 ~  t o  b e t w e e n  5  a n d  1 0 % .  I n  t h e  p r e s e n c e  o f  
0 . 1  m g  1 -
1  
N A A ,  0 . 5  m g  1 -
1  
B A P  r e d u c e d  o r g a n o g e n e s i s  f r o m  8 4  ±  1 3 %  t o  
0 % .  A t  a i l  c o n c e n t r a t i o n s  t e s t e d .  G A . 1  h a d  n o  e f f e c t  o n  o r g a n o g e n e s i s  i n  e i t h e r  
t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  N A A .  T h e  p r o m o t i o n  o f  o r g a n o g e s i s  b y  N A A  i n  g i a n t  
s e q u o i a  m e r i s t e m s  i s  c o n s i s e n t  w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  s i m i l a r  s t u d i e s  w i t h  S e q u o i a  
s e m p e r v i r e 1 1 s  ( Y e r s c h o o r e - M a r t o u z e t  1 9 8 5 )  a n d  p o t a t o  ( S 0 / a 1 1 u m  t u b e r o s u m  L . )  
( P e n n a z i o  a n d  Y e c c h i a t i  1 9 7 6 ) .  A c c o r d i n g  t o  S m i t h  a n d  M u r a s h i g e  ( 1 9 7 0 )  i s o l a t e d  
m e r i s t e m s  f r o m  a n g i o s p e r m s  c o n t a i n  i n s u f f i c i e n t  e n d o g e n o u s  a u x i n  t o  s u p p o r t  
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Figure 1. Comparative ctkcis or four tliffcn:111 111;u.:ronu1rie111 forrnula1io11s (~.:.: Tahk 1) on 111cris1e111 
reac:1ivi1y (MR) tluring i11i1ia1ion or il, ,·itro 111cris1e111 cultures . Vertical har, reprcsc,11 confidence 
i111e1Yals al I' = 0 .05 1c,·e l. 
meristem m1t1at1on . However. explants of S. giga11te11111 initiat~d on NAA needed 
transferring to an au:-;in-free medium (LP/4) to avoid toxic:ity symrtoms as found 
for other species 01· gymnospenn ( Mou 1981. Margara 1982). 
Tissue 11wt11ritr 
Percent meristem m1tiat1011 varied according to the macromineral formulation, 
which had the greatest influence on mature material (0.001 < P < 0.01) (Figure 
1 ). This indicates that the macromineral requirements of the cultures become more 
specific with expiant maturity as has been reported to be the case in other species 
(Berlyn and Beck 1980, Margara 1982, Yilmaz-Lentz 1984). Best results with 
mature meristems were obtained on LP/2 medium. This formulation was adopted 
initially to improve meristem cultures of Prunus spp. by reducing browning and 
necrosis (Quoirin et al. 1977), and was later found useful with meristem cultures 
of other species (Bekkaoui 1986, Texier and Faucher 1986). The superior results 
obtained with this medium may be related to its low ammonium content (cf. 
Margara 1978 and Bekkaoui 1986) . 
On the LP/2 medium, meri lem reactivity of the mature clone was higher than 
that of the juvenile clone. In absolute terms, enhancement of initiation by 0.1 mg 
1- 1 NAA was greater in the mature, than thejuvenile, clone (0.001 < P < 0.01) 
(Figure 2). A greater stimulation of initiation by auxin in mature than juvenile 
meristems has also been reported in Sequoia sempervirens (Verschoore-Martouzet 
1985). Rooting of shoots obtained from the juvenile clone occurred on the elonga-
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F i g u r e  2 .  E f k c t >  o f  N A A  o n  m c r i s t c m  r c a c t i v i t y  ( l \ 1 R )  o f  t h e  j u n : n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e s  d u r i n g  
i n i t i a t i o n  o f  c u l t u r e s  o n  L P / 2  m e d i u m .  V e r t i c a l  b a r s  r c p r c , c n t  c o n l i d c n c c  i n t c r v a l s  ( / J  =  0 . 0 5 ) .  
t i o n  m e d i u m  ( E M ) .  a l t h o u g h  m a n y  m o r e  s h o o t s  r o o t e d  ( 8 0 - 1 0 0 1 / c - )  o n  t h e  r o o t i n g  
m e d i u m  d e s c r i b e d  b y  M o n t e u u i s  a n d  B o n  (  1 9 8 6 ) .  O n l y  a  f e w  s h o o t s  o f  t h e  m a t u r e  
c l o n e  r e a c h e d  a  s t a g e  a l  w h i c h  t h e y  c o u l d  b e  t e s t e d  f o r  r o o t i n g .  
S e a s o n a l  v a r i a t i o n  
I n  t h e  a b s e n c e  o f  N A A ,  p e r c e n t  o r g a n o g e n e s i s  o n  L P / 2  w a s  a l m o s t  t w i c e  a s  h i g h  
( 5 1  v e r s u s  2 7 % )  i n  m e r i s t e m s  e x c i s e d  i n  M a y ,  a t  t h e  t i m e  o f  b u d b r e a k ,  t h a n  i n  
m e r i s t e m s  e x c i s e d  i n  J a n u a r y  d u r i n g  t h e  d o r m a n t  p e r i o d  ( F i g u r e  3 ) .  O r g a n o -
g e n e s i s  w a s  c o r r e s p o n d i n g l y  l e s s  d e p e n d e n t  o n  e x o g e n o u s  a u x i n  i n  m e r i s t e m s  
f r o m  b r e a k i n g  b u d s  t h a n  i n  m e r i s t e m s  e x c i s e d  d u r i n g  t h e  r e s t  p e r i o d  ( F i g u r e  3 ) .  A s  
o b s e r v e d  i n  o t h e r  s p e c i e s  ( J o n a r d  e t  a l .  1 9 8 3 ,  M e y n i e r  1 9 8 5 ) ,  t h e  p h y s i o l o g i c a l  
s t a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t  a l s o  a f f e c t e d  t h e  l a t e r  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  c u l t u r e s .  
F o l l o w i n g  t r a n s f e r  t o  L P / 4  m e d i u m ,  i n i t i a t e d  m e r i s t e m s  t a k e n  f r o m  b r e a k i n g  b u d s  
h a d  a  l o w e r  f a i l u r e  r a t e  t h a n  m e r i s t e m s  c u l t u r e d  f r o m  r e s t i n g  b u d s  ( 6 0 - 6 5 %  
v e r s u s  9 0 - 9 5 %  f o r  t h e  m a t u r e  c l o n e ) .  T r a n s p l a n t e d  c u l t u r e s  o r i g i n a t i n g  f r o m  
b r e a k i n g  b u d s  a l s o  h a d  a  s h o r t e r  q u i e s c e n t  p h a s e - a  f e w  w e e k s - p r e c e d i n g  t h e  
o n s e t  o f  a c t i v e  g r o w t h  t h a n  t h o s e  f r o m  r e s t i n g  b u d s - u p  t o  8 - 9  m o n t h s ) .  M o r p h o -
g e n e t i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  c u l t u r e d  s h o o t s  f r o m  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  m e r i s t e m s  
w e r e  l e a s t  w h e n  t h e  c u l t u r e s  w e r e  e s t a b l i s h e d  w i t h  m e r i s t e m s  f r o m  b r e a k i n g  b u d s  
( s e e  B o n g a  1 9 8 7 ) .  C u r r e n t l y  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  p r o p a g a t i n g  m a t u r e  c l o n e s  b y  
r o o t i n g  c u t t i n g s  f r o m  s h o o t s  r e j u v e n a t e d  i n  v i t r o  f r o m  m e r i s t e m s  e x c i s e d  d u r i n g  
b u d b r e a k  i s  u n d e r  i n v e s t i g a t i o n .  
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Figure 3. EITects of cxogcmius NAA and dcvelopmcntal stage of the buds fro111 which mcristems 
werc exciscd on in 1·ilm mcristcm rcactivity (MR) on LP/2 initiation mediu111. Vertical bars rcprcscnt 
con lidcncc i111cr\'als (P = 0.05). 
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Nucleotide and nucleic acid status in shoot tips from juvenile 
and mature clones of Sequoiadendron giganteum during rest and 
growth phases 
O. MONTEUUIS t.2 and M. GENDRAUD.1 
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Su 111 ma ry 
Nucleoside triphosphate and nucle ic acid contents of shoot tips o f juvenilc and mature clones of 
Sequoiadl'ndron .~i,~11111l'1"n Buchholz wcre anah·zcd during rcst and growth phases. ln both juvenilc 
and mature clones. shoot growth activity wa, drnractcrized hy significant incrcasc, in ATP. non-
adenylic nuclcoside triphosphate (NTP) and Ri'\.-\ le,·els . During the rcst pcriod . both ATP/ NTP and 
RNA/DNA ratios wcrc signi ficantly higher in the juvcnilc c lo ne than in the mature clone. Howcver. 
during the growth pha,e. only the ATP/NTP rati,, " ·as high.:r in the juvcnilc than in the mature clone. 
The results sugge,t that the physiological diffcrcncc, bctwecn shoot tip, of juYenilc and matu re 
tissues during the rc,t phase tend to decline a, :Kti ,·c slmot growth co111n1<:1Ke, . Thi, conclusion is 
consistent with morphulogical observation, and "ith the ,·arying organogcnctic capacities of in ,·itro 
cultures of explants rcnm,·cd from stock plant , al di flcrc nl limes. 
Introduction 
Aging in woody plants is closely associated with a decreased capacity for vegeta-
tive regeneration . This presents problems in the cloning of selected fores t trees 
because when the ortets reach a s ize large e nough to demonstrate their potential , 
they have lost their regenerative capacities. 
Organogenesis of explants of Sequoiadendron giganteum Buchholz is mainly 
dependent on the age of the ortet and on its physiological state at the time of 
collection . However. the mechanisms underlying the differences in organogenic 
capacities observed between juvenile and mature c lones in re lation to shoot 
growth activity are unknown . The studies of Gendraud and Prévôt (1973), 
Gendraud (1975). Riding (1976) and Davies (1984) on changes in nucleotide and 
nucleic ac id metabolism appeared to be promising and were therefore extended to 
our experimental material. 
! Present address: Laboratoire de Phy10111orplwge11èse . U11i 1·ersité Cler1110111 I/. 4. me Ledrn. 
63038 Cler111011t-Ferra11d Cédex. France . 
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M O N T E U U I S  A N D  G E N D R A U D  
M a t c r i a l s  a n d  m c t h o d s  
P l a n t  m a t e r i a l  
T h e  j u v e n i l e  c l o n e  o f  S e q u o i a d e n d r o 1 1  g i g a n t e u m  c o n s i s t e d  o f  c u t t i n g s  d e r i v e d  
f r o m  a  t w o - y e a r - o l d  s e e d l i n g .  T h e  d i f f i c u l t - t o - r o o t ,  1 0 0 - y e a r - o l d  c l o n e  w a s  
o b t a i n e d  b y  g r a f t i n g  s c i o n s  c o l l e c t e d  f r o m  a  1 0 0 - y e a r - o l d  o r t e t  o n t o  y o u n g  s e e d -
l i n g  r o o t s t o c k s .  T h e s e  t w o  c a t e g o r i e s  o f  s t o c k  p l a n t s  w e r e  o b t a i n e d  t w o  y e a r s  a g o  
a n d  w e r e  c u l t i v a t e d  o u t d o o r s  u n d e r  i d e n t i c a l  c o n d i t i o n s  a l  t h e  U n i v e r s i t y  o f  
C l e r m o n t - F e r r a n d ,  F r a n c e .  
S a m p l e  c o l l e c t i o n  
S a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  o n  f i v e  d a t e s  i n  b a t h  J a n u a r y  a n d  M a y  1 9 8 6  a n d  c o r r e s -
p o n d e d  w i t h  t h e  r e s t  p h a s e  a n d  t h e  o n s e t  o r  t h e  g r o w t h  p h a s e .  r e s p e c t i v e l y .  o f  t h e  
s t o c k  p l a n t s .  A s  e a c h  s a m p l e  w a s  r e m o v e d .  t h e  t e m p e r a t u r e  w a s  n o t e d ;  t h e  m e a n s  
w e r e  5  ° C  ( f r o m  - 1  ° C  t o  1 4  ° C )  f o r  J a n u a r y  c o l l e c t i o n s  a n d  1 5  ° C  ( f r o r n  7  ° C  t o  
2 0  ° C )  f o r  M a y  c o l l e c t i o n s .  B i o c h e m i c a l  a n a l y s e s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o n  s a m p l e s  o r  
1 5  1 0  2 0  s h o o t  t i p s  t h a t  i n c l u d e d  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m  a n d  s o r n e  y o u n g  n o n -
c h l o r o p h y l l o u s  l e a v e s  a n d  a  s m a l l  p i e c e  o f  u n d e r l y i n g  t i s s u e .  T h e  s h o o t  t i p s  d i d  
n o t  e x c e e d  I  t o  2  m m  i n  l e n g t h .  S h o o t  t i p s  w e r e  e x c i s e d  u n d e r  a  c o l d  l i g h t  s o u r c e  
a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  o n  m o i s t e n e d  W h a t m a n  p a p e r  a t  O  ° C  i n  d a r k n e s s  u n t i l  t h e  
w h o l e  s a r n p l e  h a d  b e e n  p r o c e s s e d  (  1 5  m i n ) .  a n d  t h e n  w e i g h e c l  ( a b o u t  2 5  m g  f r e s h  
w e i g h t ) .  
N u c l e o t  i d e  d e t e r m i n a t i o n  
J u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e  s a m p l e s  " · e r e  c o l l e c t e d  a n d  a n a l y z e d  u n d e r  i d e n t i c a l  
c o n d i t i o n s .  l m m e d i a t e l y  a f t e r  a  s a r n p l e  h a d  b e e n  w e i g h e d  i t  w a s  h o m o g e n i z e d  
w i t h  5  v o l u m e s  o f  f r o z e n  0 . 6  N  p e r c h l o r i c  a c i d  a n d  t h e n  c e n t r i f u g e d  ( 0  ° C ) .  T h e  
p e l l e t  w a s  s a v e d  a n d  a s s a y e d  f o r  R N A  a n d  D N A .  T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  a d j u s t e d  t o  
p H  8 . 5  w i t h  s o l i d  K H C O , .  T h e  K C I 0 - 1  w a s  r e m o v e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  O  ° C  
( K e p p l e r  e t  a l .  1 9 7 0 ) .  A l i q u o t s  o f  t h e  n e u t r a l i z e d  s u p e r n a t a n t  w e r e  u s e d  t o  a s s a y  
f o r  A T P  a n d  n o n - a d e n y l i c  n u c l e o s i d e  t r i p h o s p h a t e  ( N T P )  b y  t h e  l u c i f e r i n  l u c i -
f e r a s e  ( B o e h r i n g e r  M a n n h e i m )  t e c h n i q u e  w i t h  a  J o b i n  Y v o n  b i o l u m i n o m e t e r  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  P r a d e t  ( [  9 6 7 )  a n d  G e n d r a u d  ( 1 9 7 7 ) .  T h e  n u c l e o s i d e  d i  p h o s p h a t e  
k i n a s e  w a s  o b t a i n e d  f r o m  B o e h r i n g e r  M a n n h e i m .  A l i  m a n i p u l a t i o n s  w e r e  p e r -
f o r m e d  q u i c k l y  u n d e r  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s  ( c o l d ,  d a r k n e s s )  t o  p r e v e n t  p h o s p h a t e -
l i n k a g e  h y d r o l y s i s .  
D N A  a n d  R N A  d e t e r m i n a t i o n  
T h e  s a m p l e  p e l l e t  w a s  r i n s e d  w i t h  0 . 6  M  p e r c h l o r i c  a c i d  f o l l o w e d  b y  9 5 %  e t h a n o l  
a n d  a c e t o n e  a n d  s t o r e d  a t  - 2 5  ° C  u n t i l  a n a l y z e d  f o r  n u c l e i c  a c i d s .  A f t e r  K O H  
h y d r o l y s i s  a n d  n e u t r a l i z a t i o n ,  R N A  w a s  a s s a y e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  2 6 0  n m  
( P y e  U n i c a m  S P 8 - 1 0 0 ) ,  a c c o r d i n g  t o  S c h m i d t  a n d  T a n n h a u s e r  ( 1 9 4 5 ) .  D e o x y r i b o -
n u c l e i c  a c i d  w a s  e s t i m a t e d  b y  t h e  D i s c h e  (  1 9 3 0 )  c o l o r i m e t r i c  m e t h o d .  
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S1atistical analysis 
The influence of the season in relation to the shoot vegetative state (rest or growth 
phase) was determined by comparing ail data obtained during the winter with 
those obtained in the spring by means of the analysis of variance test (F-test, 
Snedecor and Cochran 1957). The Wilcoxon test (Snedecor and Cochran 1957) 
was used to compare juvenile and mature clone measurements. Data variability is 
expressed by vertical bars representing a confidence interval at P = 0.05. In ail 
statistical analyses, differences were considered significant for P values s 0.05 . 
Results 
Nucleoside triphosphates 
By comparison with the rest phase, shoot growth activity m bath clones was 
characterized by a significant increase in the nucleoside triphosphate pool as 
represented by ATP (P < 0.001) and NTP (P < 0.001) (Figure 1). 
Because of the wide variation within clones , the ATP/NTP ratios of the juvenile 
and mature clones were paired by date be fore analysis (Table 1). The ATP/NTP 
values were significantly (P < 0.001) greater in the juvenile clone than in the 
mature clone for tissue collected during the rest period, but this response was less 
marked (0.01 < P < 0.025) in tissues collected during the growth period. Means 
for the rest and growth periods indicate chat ATP/NTP tended to decrease in the 
juvenile clone as the shoot began to grow. whereas it increased in the mature 
clone. Ratios of ATP/(ATP + NTP) provided a more reliable measure of inter-
clonai differences in relation to the vegetative stage of the shoot. During the rest 
period. in spite of greater variation in absolu te values. ratios were generally higher 
~ 
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Figure 1. Shoot phenology and the mean nucleotide content of juvenile and mature clones . Vertical 
bars represent confidence intervals (P = 0.05). 
2 6 0  
M O N T E U U l S  A N D  G E N D R A U D  
T a b l e  l .  C o m p a r i s o n s  o f  A T P / N T P  r a t i o s  o r  j u v c n i l c  a n d  m a t u r e  c l o n e s  i n  r e l a t i o n  t o  s h o o t  
p h c n o l o g y .  R c s u l t s  a r c  c x p r c s s c d  a s  p a i r s  o f  v a l u e s  ( . r .  _ r )  w i t h  r c f c r c n c c  t o  t h e  l i m e  o f  s a m p l c  
c o l l e c t i o n ;  x  d c n o t c s  t h e  j u v c n i l c  c l o n e  v a l u e  a n d  _ r  t h e  m a t u r e  c l o n e  v a l u e .  T h e  W i l c o x o n  t e s t  
e s t a b l i s h c d  t h a t  t h e  d i f f c r c n c c s  b c t w c c n  t h e  t w o  c l o n e s  w a s  m o r e  m a r k c d  ( P  <  0 . 0 0 1 )  d u r i n g  t h e  r c s t  
p c r i o d  t h a n  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p e r i o d  ( 0 . 0 1  <  P  <  0 . 0 2 5 ) .  
C o l l e c t i o n  
p c r i o d  
R e s t  p c r i o d  
G r o w t h  p c r i o d  
A T P / N T P  p a i r s  o f  v a l u e s  
f o r  j u v c n i l c  a n d  m a t u r e  c l o n e s  
c 2 . 5 .  1 . 8 >  c 1 . 2 .  o . 9 >  e u .  o . 8 >  
( 4 . 0 .  1 . 6 )  ( 2 . 6 .  0 . 4 )  ( 2 . 0 .  1 . 3 )  
( 0 . 7 .  ( U )  ( ( U ! .  0 . 5 )  
( 2 . 9 .  2 . 2 )  (  1 . 6 .  1 . 5 )  (  1 . 6 .  1 . 3 )  
( 2 . 5 .  l . 9 ) ( 1 . l .  l . 0 ) ( 1 . 9 .  2 . 1 )  
(  1 . 5 .  U J  (  1 . 5 .  1 . 2 )  (  1 . 2 .  l . 4 )  
( 1 . 7 .  U )  
M e a n s  
( . r  ±  S E .  _1 '  ±  S E )  
2 . 1  : ! :  1 . 2 . 0 . 9 ± 0 . 6  
1 . 8  ±  0 . 6 .  1 . 5  : ! :  0 . 4  
f o r  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  t h a n  f o r  t h e  m a t u r e  c l o n e  ( F i g u r e  2 ) .  l n  c o n t r a s t .  t h e r e  w e r e  
n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  A T P / ( A T P  +  N T P )  v a l u e s  b e t w e e n  t h e  j u v e n i l e  a n d  
. t h e  m a t u r e  m a l e r i a l  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p h a s e .  
N u c / e i c  a c i d s  
l n  b o t h  c l o n e s ,  R N A  c o n t e n t  w a s  s i g n i f i c a n t l y  ( P  <  0 . 0 0 1 )  h i g h e r  d u r i n g  t h e  
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J U V E N I L E  C L O N E  A T P / A T P + N T P  D A T A  
F i g u r e  2 .  R a t i o s  o f  A T P / ( A T P  +  N T P )  f o r  j u v c n i l c  a n d  m a t u r e  c l o n e s .  T h e  p o i n t s  r c p r e s c n t  t h e  
r c s u l t s  o b t a i n c d  o n  d i f f c r e n t  d a t e s  d u r i n g  t h e  r c s t  ( J a n u a r y )  a n d  g r o w t h  ( M a y )  p c r i o d s .  T h e  s t a r s  
r e p r e s e n t  t h e  m e a n s  f o r  a i l  d a t e s :  r e s t  p c r i o d  ( * ) ;  a n d  g r o w t h  p e r i o d  ( * ) .  T h e  b r o k e n  l i n c  i n d i c a t e s  
w h e r e  t h e  p o i n t s  w o u l d  l i e  i f  t h e  r a t i o s  w e r e  t h e  s a m c  i n  t h e  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e s .  
~ ' V ~  
. : ,  
\  
I 
NUCLEOTIDES AND NUCLEIC ACIDS IN SEQUOIADENDRON 26 1 
period of shoot growth than during the rest period (Figure 3), whereas DNA 
concentrations did not alter with level of growth activity . When expressed as an 
RNA/DNA ratio, a significant interclonal difference (P < 0 .001) was found only 
during the rest period when RNA/DNA ratios were higher in the juvenile clone 
(Table 2). 
Discussion 
Biochemical analysis of lignified material is difficult. This is particularly true for 
compounds such as nucleotides and especially for ATP and NTP which can be 
hydrolyzed quickly. Despite rigorous standardization of procedures , a large range 
in data was observed within clones, especially when samples were collected 
during the rest period. McKee and Mendelssohn (1984) reported similar fluctua-
tions in adenylic nucleotide levels and suggested that changing environmental 
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Figure 3. Shoor phcnology and mcan RNA content of juvenilc and mature c lones. Vcn ical bars 
represcnt confidence intcrvals (P = 0 .05) . 
Table 2. RNA/DNA mcans ±: SE of the j uvcnile and the mature clones with rcfercncc tu shoo t 
phenology at collection time. The diffcrcnce between the two c lones is highly significant (P < 0.001) 
for the rest pe riod . 
RNA/DNA Rest period Growth period 
(mean ±: S E) 
Juven ile Mature Juvenile Mature 
c lo ne c lone c lone clo ne 
0 .394 0.280 1.650 1.550 
±: 0 .032 ±: 0.028 ±: 0.848 ±: 0 .644 
2 6 2  
M O N T E U U I S  A N D  G E N D R A U D  
c o n d i t i o n s  m a y  b e  t h e  c a u s e .  l n  t h e  p r e s e n t  s t u d y ,  n a t u r a l  v a r i a t i o n  i n  t e m p e r a t u r e  
a n d  p h o t o p e r i o d  c o u l d  e x p l a i n  t h e  v a r i a t i o n  i n  r e s u l t s  o b t a i n e d  f r o m  o n e  s a m p l i n g  
d a t e  t o  a n o t h e r .  F o r  t h i s  r e a s o n  v a l u e s  f o r  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e s  w e r e  p a i r e d  
f o r  c o m p a r i s o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  t i m e  o f  m a t e r i a l  c o l l e c t i o n .  
T h e  o n s e t  o f  s h o o t  g r o w t h  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a n  i n c r e a s e  i n  n u c l e o s i d e  t r i -
p h o s p h a t e  a n d  R N A  l e v e l s  t h a t  m a y  r e f l e c t  a  g e n e r a l  m e t a b o l i c  s t i m u l a t i o n  a t t r i b u -
t a b l e  t o  t h e  b e g i n n i n g  o f  m o r e  f a v o r a b l e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  f o r  g r o w t h  
( G e n d r a u d  1 9 7 5 ,  L a v a r e n n e  e t  a l .  1 9 8 2 ,  T h o m a s  e t  a l .  1 9 8 5 ) .  T h e  n u c l e o s i d e  
t r i p h o s p h a t e  d a t a  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  o f  S a g i s a k a  (  1 9 8 1 )  a n d  M c K e e  a n d  
M e n d e l s s o h n  (  1 9 8 4 )  w h o  o b s e r v e d  h i g h e r  A T P  l e v e l s  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p e r i o d .  
B e c a u s e  A T P  p a r t i c i p a t e s  i n  m a n y  b i o c h e m i c a l  p a t h w a y s ,  i t s  c o n c e n t r a t i o n  m a y  
r e f l e c t  c e l l u l a r  m e t a b o l i c  p o t e n t i a l i t i e s .  D u r i n g  t h e  r e s t  p e r i o d  i n  w h i c h  t e m p e r a -
t u r e s  a v e r a g e d  5  ° C ,  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  w a s  c h a r a c t e r i z e d  b y  a  h i g h e r  A T P  c o n c e n -
t r a t i o n  t h a n  t h e  m a t u r e  c l o n e .  P e r h a p s ,  a  h i g h e r  A T P  c o n t e n t  f a c i l i t a t e s  m e t a b o -
l i s m  a t  l o w  t e m p e r a t u r e s .  T h e  A T P / N T P  r a t i o  d e c l i n e d  i n  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  a s  
s h o o t s  b e g a n  t o  g r o w  b e c a u s e  o f  a n  i n c r e a s e  o f  t h e  N T P  l e v e l ,  w h e r e a s  t h e  A T P /  
N T P  r a t i o  i n c r e a s e d  i n  t h e  m a t u r e  c l o n e ,  m a i n l y  b e c a u s e  o f  a  h i g h e r  r e l a t i v e  
a m o u n t  o f  A T P  ( 7 5 %  m o r e ) .  
S h o o t  e l o n g a t i o n  w a s  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  R N A  l e v e L  
w h e r e a s  D N A  c o n t e n t  w a s  u n a f f e c t e d .  T h i s  c o u l d  b e  t h e  r e s u l t  o f  e n h a n c e d  R N A  
b i o s y n t h e s i s  a s  r e p o r t e d  b y  G e n d r a u d  a n d  P r é v ô t  (  1 9 7 3 )  f o r  ~ p r o u t i n g  J e r u s a l e m  
a r t i c h o k e  t u b e r s  a n d  D a v i e s  ( 1 9 8 4 )  f o r  F i c u s  p u m i l a  L .  T h e  R N A / D N A  v a l u e s  
i n d i c a t e  t h a t  t h e  t i m e  o f  c o l l e c t i o n  i n  r e l a t i o n  t o  s h o o t  p h e n o l o g y  ( r e s t  o r  g r o w t h  
p e r i o d )  i n f t u e n c e d  t h e  r e s u l t s  o f  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e  c o m p a r i s o n s :  t h e  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  o b s e r v e d  d u r i n g  t h e  r e s t  s t a g e  d i s a p p e a r e d  w h e n  s h o o t s  
b e g a n  t o  g r o w .  R i d i n g  ( 19 7 6 )  a n d  D a v i e s  ( 1 9 8 4 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  R N A  l e v e l s  
w e r e  p o s i t i v e l y  c o r r e l a t e d  t o  r o o t i n g  p o t e n t i a l ,  t h e  j u v e n i l e .  e a s y - t o - r o o t  p l a n t s  
b e i n g  c h a r a c t e r i z e d  b y  h i g h  R N A  v a l u e s  i n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  m a t u r e ,  d i f f i c u l t - t o -
r o o t  p l a n t s .  M o r e o v e r ,  D a v i e s  ( 1 9 8 4 )  f o u n d  t h a t  d u r i n g  t h e  g r o w t h  p e r i o d ,  R N A  
c o n t e n t s  a n d  r o o t i n g  l e v e l s  o f  t h e  m a t u r e  m a t e r i a l  i n c r e a s e d  r e l a t i v e  t o  t h o s e  o f  t h e  
j u v e n i l e  c l o n e .  T h i s  a u t h o r  s u g g e s t e d  t h a t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  
p l a n t s  d e c r e a s e d  a s  s h o o t s  b e g a n  t o  g r o w .  M o r e o v e r ,  b e s t  c l o n i n g  r e s u l t s  f r o m  i n  
v i t r o  m e r i s t e m  c u l t u r e s  o f  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e s  o f  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n -
t e u m  h a v e  b e e n  r e c o r d e d  w h e n  e x p l a n t s  w e r e  r e m o v e d  a t  t h e  b e g i n n i n g  o f  t h e  
g r o w t h  p e r i o d  ( M o n t e u u i s  1 9 8 7 ) .  W h e n  c u l t u r e s  w e r e  i n i t i a t e d  a t  t h i s  t i m e ,  d i f f e r -
e n c e s  i n  v e g e t a t i v e  r e g e n e r a t i o n  c a p a c i t i e s  b e t w e e n  t h e  j u v e n i l e  a n d  t h e  m a t u r e  
m a t e r i a l  w e r e  s l i g h t .  
T h e s e  r e s u l t s  s u p p o r t  F r a n c l e t ' s  ( 1 9 8 3 )  c o n c e p t  o f  p h a s e  c h a n g e  w h i c h  
e m p h a s i z e s  t h a t  s h o o t  t i p  m a t u r a t i o n  p r o c e s s e s  o c c u r  d u r i n g  e a c h  g r o w t h  p h a s e ,  
i n c r e a s i n g  s i m u l t a n e o u s l y  w i t h  s h o o t  e l o n g a t i o n ,  t h e  m o s t  j u v e n i l e  s t a t e  c o r r e -
s p o n d i n g  w i t h  t h e  b e g i n n i n g  o f  a c t i v e  g r o w t h .  M o r p h o l o g i c a l  i n d i c e s  o f  d e v e l o p -
m e n t  s u c h  a s  l e a f  s h a p e  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  i n t e r p r e t a t i o n .  
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Physiologie végétale/Plant Physiology 
Application de la technique micro 20 PAGE au 
microgreffage de Sequoiadendron giganteum Buchholz 
Marie-Claude BoN et Olivier MoNTEUUIS 
Résumé - Une nouvelle technique de microanalyse par électrophorèse bidimensionnelle, appliquée 
à des points végétatifs de séquoias géants centenaires greffés in vitro sur de jeunes semis, a permis 
d'observer le profil protéique du méristème terminal de greffons de type morphologique juvénile et 
mature. Les formes matures se différencient des formes morphologiquement rajeunies par une densité 
protéique plus importante, notamment du point de vue des protéines acides. Une interprétation de 
ces résultats est proposée, en envisageant les perspectives offertes par ce type d'analyse pour une 
étude physiologique du greffage. 
Micro 2D PAGE technique applied to micrografting of Sequoiadendron giganteum 
Buchholz 
Abstract - A new microanalytic ceclmique, 2D PAGE, applied co meriscems of one hundred-year-old 
gianc sequoias grafted onco young seedlings rootscocks in vitro, enables us co observe protein pacterns 
of shoot apical meristem corresponding co either mawre or juveni/e scion morphology. The mature 
types differ from the juvenile ones through more abundant protein population especially from the acid 
protein view point. An interpretation of these resulrs is proposed looking forwards to the advantages 
of such a cech11iq11e LO analyse the physiological basics of grafting. 
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INTRODUCTION. - Le microgreffage in vitro d'extrémités végétatives caulinaires présente 
beaucoup d'attraits, notamment pour l'amélioration phytosanitaire des agrumes ([l], [2]). 
Cette technique est également appliquée pour faciliter le clonage d'arbres âgés ([3], 
[4], [5]). Ainsi sur Sequoiadendron giganteum Buchholz, la miniaturisation du greffon 
(200 µm) favorise la réacquisition rapide des caractéristiques de type juvénile [6] comme 
la morphologie foliaire, plus ou moins marquées et variables dans le temps en fonction 
des greffes considérées [7]. 
L'étude de ces phénomènes nécessite des moyens d'investigation biochimique adaptés 
aux dimensions très réduites des structures végétatives manipulées, en l'occurence un 
méristème. La technique d'électrophorèse 2D PAGE miniaturisée ([8], [9]), récemment 
mise au point pour ce type d'analyse, a permis d'observer les modifications de la 
composition protéique associées au microgreffage des points végétatifs de séquoia géant 
âgé sur de jeunes semis de la même espèce.• 
MATÉRIEL ET MÉTHODES. - Le matériel végétal. - La technique de microgreffage a été décrite antérieu-
rement ((6), (7)) . Les points végétatifs greffés sur de jeunes semis in vitro proviennent de plusieurs têtes de 
clones centenaires, individus n° 03 et n° 15 notamment (10]. Le méristème terminal du greffon est prélevé sous 
loupe binoculaire et lumière froide, lorsque ce dernier a atteint une taille de 0,5 à 1 mm, permettant l'observation 
et la caractérisation de la nouvelle morphologie, en distinguant le type juvénile du type mature (fig. 1). Ce 
méristème, constitué du dôme méristématique et de un ou deux primordiums, est rapidement broyé sur lame 
de microscope. L'extrait obtenu est resuspendu dans le milieu de lyse de Granier et de Vienne (11). 
2D PAGE. - L'isoélectrofocalisation (IEF) est une adaptation du protocole de Zivy et coll. [12]. Vingt µ! 
d'échantillon ont été déposés sur chaque gel d'rEF de 100 mm de long, 1 mm de diamètre et de composition 
suivante : 3, 78 % d'acrylamide, 0,22 % N-N' méthylène bis-acrylamide, 2 % Triton X-100, 9,2 M urée, 4 % 
Pharmalytes pH 5-8. Tous les gels subissent la même IEF (4000 V/h) avec une solution cathodique 
(50 mM NaOH) et anodique (50 mM H 3 P04 ) et sont équilibrés 15 mn dans le tampon suivant (62,5 mM Tris 
pH 6,8; 2,3 % SDS). Ils sont déposés sur des gels de seconde dimension ( concentration constante d'acrylamide 
à 12 %) selon Laemmli (13], L'électrophorèse est conduite à 150 V pendant 1 h 30 mn et révélée selon la 
méthode de coloration au nitrate d'argent d'Irie el coll. (14]. 
Pour chacun des deux types morphologiques bien contrastés du greffon (forme juvénile ou forme mature) , 
quatre éleclrophorégrammes ont été observés essentiellement sur les clones n°' 03 el 15, d'origine différente el 
bien représentatifs de l'état mature (10]. 
Note présentée par Alexis MOYSE. 
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F i g .  1 .  - T y p e s  m o r p h o l o g i q u e s  d e s  g r e f f o n s  o b s e r v é s :  m o r p h o l o g i e  r a j e u n i e  à  g a u c h e ,  
m o r p h o l o g i e  m a t u r e  à  d r o i t e .  
F i g .  1 .  - S c i o n  m o r p l , o / o g y  o b s e r v e d :  l e f t ,  r e j u v e n a t e d  f o r m ;  r i g h t ,  m a t u r e  f o r m .  
R É S U L T A T S  E T  0 1 s c u s s 1 0 N s .  - L e s  é l e c t r o p h o r é g r a m m e s  e n  b i d i m e n s i o n · d e  p r o t é i n e s  d e  
m é r i s t è m e s  c o r r e s p o n d a n t  a u  t y p e  m o r p h o l o g i q u e  j u v é n i l e  e t  m a t u r e  s o n t  p r é s e n t é s  s u r  
l a  f i g u r e  2  p o u r  l e s  c l o n e s  n ° '  0 3  e t  1 5 .  
Q u e l l e  q u e  s o i t  l ' i d e n t i t é  g é n é t i q u e  d u  c l o n e  c o n s i d é r é ,  n é a n m o i n s  a p p r é c i a b l e  à  t r a v e r s  
l e s  p r o f i l s  é l e c t r o p h o r é t i q u e s  o b s e r v é s  [ 1 5 ] ,  l e s  g r e f f o n s  à  m o r p h o l o g i e  m a t u r e  c a r a c t é r i s é e  
s u r  l a  f i g u r e  1 ,  s e  d i f f é r e n c i e n t  d e  l e u r s  h o m o l o g u e s  m o r p h o l o g i q u e m e n t  r a j e u n i s  p a r  u n e  
p o p u l a t i o n  p r o t é i q u e  g l o b a l e m e n t  p l u s  d e n s e  a v e c  u n e  i n t e n s i f i c a t i o n  d e  l a  p r é s e n c e  d e  
p r o t é i n e s  a c i d e s .  C e t t e  t e n d a n c e  a  p u  ê t r e  v é r i f i é e  q u e l  q u e  s o i t  l ' o r i g i n e  e t  l e s  p a r t i c u l a r i t é s  
d u  p r o f i l  p r o t é i q u e  i n i t i a l  d u  m é r i s t è m e ,  r e f l é t a n t  d a n s  l ' e n s e m b l e  l ' h é t é r o g é n é i t é  n o t a b l e  
r e n c o n t r é e  c h e z  u n  g r a n d  n o m b r e  d e  v é g é t a u x  l i g n e u x  e t  o b s e r v é e  p a r  C r o s s  [ 1 6 ]  s u r  l e  
s é q u o i a  g é a n t .  C e t t e  v a r i a b i l i t é  e n t r a v e  c o n s i d é r a b l e m e n t  l ' a n a l y s e  d e s  e f f e t s  s p é c i f i q u e s  
d u  m i c r o g r e f f a g e  s u r  l e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s  g r e f f é s .  
D ' a u t r e s  f a c t e u r s  p e r t u r b a t e u r s  d o i v e n t  é g a l e m e n t  ê t r e  c o n s i d é r é s ,  t e l s  q u e  l ' é t a t  p h y -
s i o l o g i q u e  d u  p o r t e - g r e f f e  i n  v i t r o  a u  m o m e n t  d u  g r e f f a g e  ( [ 7 ] ,  [ 1 7 ] )  e t  l a  q u a l i t é  d e  l ' u n i o n  
d e  l a  g r e f f e  ( [ 4 ] ,  [ 1 8 ] ) .  C e s  é l é m e n t s  i n t e r v i e n n e n t  v r a i s e m b l a b l e m e n t  d a n s  l a  v a r i a b i l i t é  
i n t r a c l o n a l e  d u  m a t é r i e l  g r e f f é  [ 7 ] .  
N é a n m o i n s ,  l e s  d i f f é r e n c e s  d e  d e n s i t é  d e  l a  p o p u l a t i o n  p r o t é i q u e  o b s e r v é e ,  c o r r e s p o n -
d a n t  à  d e u x  e x p r e s s i o n s  m o r p h o l o g i q u e s  b i e n  c o n t r a s t é e s ,  i n c i t e n t  à  a n a l y s e r  l a  d y n a m i q u e  
E X P L I C A T I O N S  D E  L A  F I G U R E  2  
F i g .  2  A .  - É l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d ' u n  m é r i s t è m e  i s s u  d ' u n  c l o n e  c e n t e n a i r e  n °  1 5  e t  g r e f f é  s u r  u n  
s e m i s  i n  v i t r o .  L e  m i c r o g r e f f o n  p r é s e n t a i t  u n e  m o r p h o l o g i e  d e  t y p e  m a t u r e .  
F i g .  2  A .  - T w o  d i m e n s i o n a l  e / e c t r o p h o r e s i s  o f  o n e  s i n g l e  m e r i s t e m  r e m o v e d  f r o m  o n e  h u n d r e d  y e a r  o l d  c l o n e  
N o .  1 5  g r a f t e d  o n t o  y o u n g  s e e d l i n g ,  i n  v i t r o .  S c i o n  m o r p h o l o g y  w a s  m a t u r e  f o r m .  
F i g .  2  B .  - É l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d ' u n  m é r i s t è m e  i s s u  d ' u n  c l o n e  c e n t e n a i r e  n °  1 5  e t  g r e f f é  s u r  u n  
s e m i s  i n  v i t r o .  L e  m i c r o g r e f f o n  p r é s e n t a i t  u n e  m o r p h o l o g i e  d e  t y p e  j u v é n i l e .  
F i g .  2  B .  - T w o  d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  o n e  s i n g l e  m e r i s t e m  r e m o v e d  f r o m  o n e  h u n d r e d  y e a r  o l d  c l o n e  
N o .  1 5  g r a f t e d  o n t o  y o u n g  s e e d l i n g ,  i n  v i t r o .  S c i o n  m o r p h o / o g y  w a s  j u v e n i / e  f o r m .  
F i g .  2  C .  - É l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d ' u n  m é r i s t è m e  i s s u  d ' u n  c l o n e  c e n t e n a i r e  n °  0 3  e t  g r e f f é  s u r  u n  
s e m i s  i n  v i t r o .  L e  m i c r o g r e f f o n  p r é s e n t a i t  u n e  m o r p h o l o g i e  d e  t y p e  m a t u r e .  
F i g .  2  C .  - T w o  d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  0 1 1 e  s i n g l e  m e r i s t e m  r e m o v e d  f r o m  o n e  h u n d r e d  y e a r  o l d  c l o n e  
N o .  0 3  g r a f t e d  o n t o  y o w i g  s e e d l i n g ,  i n  v i t r o .  S c i o n  m o r p / , o / o g y  w a s  m a t u r e  f o r m .  
F i g .  2  D .  - É l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d ' u n  m é r i s t è m e  i s s u  d ' u n  c l o n e  c e n t e n a i r e  n °  0 3  e t  g r e f f é  s u r  u n  
s e m i s  i n  v i t r o .  L e  m i c r o g r e f f o n  p r é s e n t a i t  u n e  m o r p h o l o g i e  d e  t y p e  j u v é n i l e .  
F i g .  2  D .  - T w o  d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  o f  0 1 1 e  s i 1 1 g l e  m e r i s t e m  r e m o v e d  f r o m  o n e  l i u n d r e d  y e a r  o l d  c l o 1 1 e  
N o .  0 3  g r a f t e d  o n t o  y o u n g  s e e d l i n g ,  i n  v i t r o .  S c i o 1 1  m o r p h o l o g y  w a s  j u v e n i l e  f o r m .  
C. R. Acad. Sei. Paris, t. 305, Série III, p. 667-670, 1987 669 
Fig. 2 
6 7 0  
C .  R .  A c a d .  S e i .  P a r i s ,  t .  3 0 5 ,  S é r i e  I I I ,  p .  6 6 7 - 6 7 0 ,  1 9 8 7  
d e  l a  s y n t h è s e  p r o t é i q u e  d a n s  l e s  d e u x  c a s  e n  t e n a n t  c o m p t e  d u  t a u x  d e  r e n o u v e l l e m e n t  
d e s  p r o t é i n e s .  A i n s i  l a  c o n c e n t r a t i o n  p r o t é i q u e  m é r i s t è m a t i q u e  p l u s  é l e v é e  c h e z  l e  g r e f f o n  
d e  t y p e  m a t u r e  p o u r r a i t  s ' e x p l i q u e r  p a r  u n e  a d a p t a b i l i t é  d u  m é t a b o l i s m e  p r o t é i q u e  p l u s  
d i f f i c i l e ,  f a c e  a u x  s t i m u l u s  p h y s i o l o g i q u e s  i n h é r e n t s  a u  g r e f f a g e .  D e s  a n a l y s e s  c o n n e x e s  
d e  l a  s y n t h è s e  p r o t é i q u e  i n  v i v o  e f f e c t u é e s  s u r  l e  m ê m e  m a t é r i e l  s u p p o r t e n t  c e s  h y p o t h è s e s .  
D ' u n  p o i n t  d e  v u e  t e c h n i q u e  e t  p l u s  g é n é r a l ,  l ' é l e c t r o p h o r è s e  b i d i m e n s i o n n e l l e  d e s  
p r o t é i n e s  d e v r a i t  a m é l i o r e r  n o s  c o n n a i s s a n c e s  e n  m a t i è r e  d e  v i e i l l i s s e m e n t  d e s  a r b r e s ,  e n  
t r a v a i l l a n t  à  l ' é c h e l l e  d e s  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s  c a u l i n a i r e s  d i r e c t e m e n t  i m p l i q u é s  d a n s  l e  
p r o c e s s u s  d e  d é v e l o p p e m e n t  o n t o g é n i q u e .  D a n s  c e t t e  o p t i q u e ,  l e s  p r o t é i n e s  d u  f a i t  d e  
l e u r  c o n c e n t r a t i o n  t i s s u l a i r e  é l e v é e  p r é s e n t e n t  u n  i n t é r ê t  c e r t a i n .  L a  d i v e r s i t é  d e  c e s  
c o m p o s é s ,  d e  n a t u r e  e n z y m a t i q u e  o u  s t r u c t u r a l e ,  p o u r r a i t  ê t r e  m i s e  à  p r o f i t  p o u r  t e n t e r  
d e  c a r a c t é r i s e r ,  à  t r a v e r s  u n e  c e r t a i n e  s p é c i f i c i t é ,  l ' é t a t  d e  m a t u r a t i o n  d e s  m é r i s t è m e s  
c o n s i d é r é s .  C e t t e  o p t i o n  r a t i o n n e l l e  a p p a r a î t  n o v a t r i c e  p o u r  l ' é t u d e  b i o c h i m i q u e  d e s  
p h é n o m è n e s  d e  r a j e u n i s s e m e n t ,  e n  c o n s t a t a n t  q u e  l e s  m é t h o d e s  d ' i n v e s t i g a t i o n  p r o p o s é e s  
j u s q u ' a l o r s  d a n s  c e  d o m a i n e  n e  s o n t  p a s  f o c a l i s é e s  s u r  l e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s ,  à  l ' o r i g i n e  
d e s  r é v e r s i o n s  d e  p h a s e  m o r p h o l o g i q u e s  c o n s t a t é e s .  
C o N C L U S I O N .  - L e s  a n a l y s e s  p r é s e n t é e s  m o n t r e n t  q u e  l ' e x p r e s s i o n  m o r p h o l o g i q u e  d u  
g r e f f o n  s u i t e  a u  m i c r o g r e f f a g e ,  c o r r e s p o n d  à  d e s  m o d i f i c a t i o n s  d e  n a t u r e  p r o t é i q u e  a u  
s e i n  d u  m é r i s t è m e  t e r m i n a l  e d i f i c a t e u r .  C e  r é s u l t a t  o r i g i n a l ,  b a s é  s u r  u n e  t e c h n i q u e  d e  
m i c r o a n a l y s e  p e r f o r m a n t e ,  i l l u s t r e  l a  p o s s i b i l i t é  d ' é t u d i e r  l e s  m é c a n i s m e s  p h y s i o l o g i q u e s  
i m p l i q u é s  d a n s  l e  g r e f f a g e .  S u r  c e s  b a s e s ,  l a  p o u r s u i t e  d e  t e l l e s  é t u d e s  e n  p r i v i l é g i a n t  
l ' a s p e c t  q u a l i t a t i f  d e  l a  d é t e c t i o n ,  p u i s  l e  s u i v i  d e  p o l y p e p t i d e s  s p é c i f i q u e s ,  d e v r a i e n t  
f a v o r i s e r  l a  c o m p r é h e n s i o n  d e  c e r t a i n s  p h é n o m è n e s  n o n  e n c o r e  é l u c i d é s ,  t e l s  q u e  l ' e f f e t  
r a j e u n i s s a n t  d u  p o r t e - g r e f f e  ( [ 3 ] ,  [ 5 ] ,  [ 7 ] ) .  
N o l e  r e ç u e  e l  a c c e p t é e  l e  1 2  o c t o b r e  1 9 8 7 .  
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Analyses microscopiques de points végétatifs 
de Sequoiadendron giganteum jeunes et âgés 
durant le repos végétatif et lors du débourrement (*) 
par Olivier MONTEUUIS 
Association Fo,·êt Cellulose, Domaine de l'Etaru;on, F-77370 Nangis 
Laboratoire de Phytomorphogenèse, Université de Clermont li, 
4 rue Ledru, F-63038 Clermont-Ferrand Cedex 
Résumé.- Des analyses microscopiques ont été réalisées dans le but de comparer des points 
végétatifs de séquoias géants (Sequoiadendron giganteum) jeunes et âgés durant le repos végétatif hivernal et 
lors du débourrement. Pour les deux types de matériels, la reprise de croissa_nce correspond â une augmentation 
significative de la concentration en ARN cytoplasmiques estimée par cytophotométrie. Les observations 
cytomorphologiques permettent d'établir des différences sensibles en fonction de l'âge des individus de référence. 
Lors du débourrement, les divers indices considérés présentent une plus grande simifüude avec les caractéristiques 
des formes juvéniles. 
Summary. - Microscopie analyses were achieved in order to compare apices of young and mature 
giant sequoias (Sequoiadendron giganteum) during rest phase and bud-break. For both materials, the béginning 
of growth was connected to a significant increase of cytoplasmic RNA content estimated cytophotometrically. 
Cytomorphologic characteristics pointed out noticeable differences related to the age of the donor plant. During 
bud-break, the various analytical criteria observed tended to the juvenile form characteristics. 
Key words : apical meristems - bud-break - cytomorphological analyses - mature · rest period -
Sequoiadendron giganteum - young. 
* 
* * 
INTRODUCTION 
L'étude d es possibilités de clonage conforme de séquoias géants (Se-
quoiadendrongiganteum Buchholz) jeunes et âgés (Monteuuis, 1985) nous a tout 
naturellement orientés vers les méristèmes apicaux caulinaires, à l'origine des 
processus de régénération végétative (Nozeran et coll., 1982; Hackctt, 1985). Les 
observations relatives à la culture in vitro de cc·s structures minuscules (150 à 
200 µm hors tout) révèlent une influence très nette de l'âge de la tête de clone et de 
n Manuscrit reçu le 15 décembre 1988 ; accepté le 23 février 1989. 
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l ' é t a t  p h y s i o l o g i q u e  a u  m o m e n t  d u  p r é l è v e m e n t  s u r  l e  c o m p o r t e m e n t  u l t é r i e u r  d e s  
e x p l a n t s  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 7 a ) .  P a r  r a p p o r t  a u  r e p o s  v é g é t a t i f  h i v e r n a l ,  l e  d é b o u r -
r e m e n t  c o r r e s p o n d  à  u n e  s t i m u l a t i o n  d e s  c a p a c i t é s  d e  c l o n a g e  d e s  m é r i s t è m e s  
e x c i s é s  e t  i n t r o d u i t s  e n  c u l t u r e  à  c e t t e  p é r i o d e .  C e t  e f f e t  b é n é f i q u e  e s t  p a r t i c u l i è -
r e m e n t  s e n s i b l e  s u r  l e s  e x p l a n t s  p r o v e n a n t  d e ~  s u j e t s  â g é s ,  g l o b a l e m e n t  m o i n s  
r é a c t i f s  q u e  l e u r s  h o m o l o g u e s  i s s u s  d ' i n d i v i d u s  j u v é n i l e s .  C e s  c o n s t a t a t i o n s ,  
é t a y é e s  d e  d o s a g e s  b i o c h i m i q u e s  c o n n e x e s  ( M o n t e u u i s  e t  G e n d r a u d ,  1 9 8 7 ) ,  n o u s  
o n t  i n c i t é s  à  p o u r s u i v r e  n o s  a n a l y s e s  a u  n i v e a u  m i c r o s c o p i q u e .  
M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  
O r i g i n e  d e s  é c h a n t i l l o n s  
L e s  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s  c a u l i n a i r e s  d e  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  o b s e r v é s  p r o v i e n n e n t  d ' u n  
m a t é r i e l  j e u n e  i s s u  d u  b o u t u r a g e  d ' u n  s e m i s  d e  1 8  m o i s ,  e t  d ' u n  m a t é r i e l  â g é  c o n s t i t u é  d e  g r e f f e s  d ' u n e  t ê t e  d e  c l o n e  
c e n t e n a i r e .  C e s  d e u x  c l o n e s  à  p o r t  b a s  e t  d i f f u s ,  o b t e n u s  d e u x  a n s  a u p a r a v a n t  e t  c u l t i v é s  d e p u i s  l o r s  à  l ' e x t é r i e u r  
à  l ' U n i v e r s i t é  d e  C l e r m o n t - F e r r a n d ,  s o n t  r e p r é s e n t a t i f s  d e s  d e u x  c l a s s e s  d ' â g e s  c o n d i d é r é e s  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 5 ) .  
L e s  e x t r é m i t é s  d ' a x e s  v é g é t a t i f s  é t u d i é e s  s o n t  r é c o l t é e s  d u r a n t  l e  r e p o s  v é g é t a t i f  d e  j a n v i e r ,  p u i s  l o r s  d u  
d é b o u r r e m e n t ,  d é b u t  m a i .  
P r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t l l l o n s  
L e s  e x t r é m i t é s  c a u l i n a i r e s  v é g é t a t i v e s  d é b a r a s s é e s  d e  l a  q u a s i - t o t a l i t é  d e  l e u r s  f o r m a t i o n s  f o l i a i r e s  
s o n t  f i x é e s  d a n s  l e  m é l a n g e :  é t h a n o l  9 5  % - f o r m a l d é h y d e  4 0  % - a c i d e  a c é t i q u e  g l a c i a l  ( 1 7 / 2 / 1 ,  v / v / v ) ,  p u i s  
d é s h y d r a t é e s  p a r  u n e  s é r i e  d e  b a i n s  d ' a l c o o l - t o l u è n e  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 )  a v a n t  i n c l u s i o n  d a n s  d e  l a  p a r a f f i n e .  L e s  
c o u p e s  l o n g i t u d i n a l e s  m é d i a n e s  d e  7  µ m  d ' é p a i s s e u r  a n a l y s é e s  e n  m i c r o s c o p i e  o p t i q u e  o n t  é t é  c o l o r é e s  p a r  l ' A z u r  
B ,  s e l o n  l a  t e c h n i q u e  p r é c o n i s é e  p a r  J e n s e n  ( 1 9 6 2 ) ,  e n  v u e  d e  l ' e s t i m a t i o n  p a r  c y 1 o p h o t o m é t r i e  d e s  t e n e u r s  e n  A R N  
( R i d i n g ,  1 9 7 6 ;  D a v i e s ,  1 9 8 4 ) .  
M é t h o d e s  d ' a n a l y s e s ,  m e s u r e s  e t  t r a i t e m e n t s  d e s  d o n n é e s  
L e s  c o u p e s  d e  m a t é r i e l  j e u n e  e t  d e  m a t é r i e l  â g é  o n t  é t é  s y s t é m a t i q u e m e n t  a p p a r i é e s  t o u t  a u  l o n g  
d e  l a  p r o c é d u r e  d e  c o l o r a t i o n  à  l ' A z u r  B .  P o u r  c h a q u e  s é r i e ,  n o u s  a v o n s  t r è s  s c r u p u l e u s e m e n t  s u i v i  l e s  i n d i c a t i o n s  
d e  J e n s e n  ( 1 9 6 2 ) ,  n o t a m m e n t  e n  c e  q u i  c o n c e r n e  l a  d u r é e  e t  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  d i f f é r e n t s  b a i n s  d e  t r a i t e m e n t .  
L e s  t e n e u r s  e n  A R N  c y t o p l a s m i q u e s ,  a p r è s  a v o i r  v é r i f i é  l a  s p é c i f i c i t é  d e  l a  r é a c t i o n  à  l ' A z u r  B  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 ) ,  s o n t  
m e s u r é e s  à  l ' a i d e  d ' u n  c y t o p h o t o m è t r e  R e i c h e r t  p o u r  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  d e  6 6 5  n m  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 ;  D a v i e s ,  1 9 8 4 ) ,  
v a l e u r  r e t e n u e  à  p a r t i r  d e  l a  c o u r b e  d ' e x t i n c t i o n  p r é a l a b l e m e n t  é t a b l i e .  D i x  r e l e v é s  p a r  m é r i s t è m e  o b s e r v é  o n t  é t é  
e f f e c t u é s  d e  f a ç o n  a l é a t o i r e  d a n s  d e s  c e l l u l e s  r é p a r t i e s  d a n s  l e  " m é r i s t è m e  d e  f l a n c ·  p é r i p h é r i q u e  ( C r o s s ,  1 9 4 3 ;  
R o m b e r g e r ,  1 9 6 3 ;  S c h ü e p p ,  1 9 6 6 ) ,  e n c o r e  a p p e l é  " e u m é r i s t è m e "  ( C a m e f o r t ,  1 9 5 6 ) .  
L e s  c o n t o u r s  d e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s  o b s e r v é s ,  a i n s i  q u e  d e s  c e l l u l e s  e t  d e s  n o y a u x  q u ' e l l e s  
r e n f e r m e n t ,  s o n t  r e p o r t é s  a u  m o y e n  d ' u n e  c h a m b r e  c l a i r e  e t  e n  p r é c i s a n t  l ' é c h e l l e ,  s u r  u n e  f e u i l l e  d e  p a p i e r  a f i n  d e  
r é a l i s e r  l e s  r e l e v é s  c y t o m o r p h o m é t r i q u e s  c o r r e s p o n d a n t s .  L e s  m e s u r e s  d e s  c e l l u l e s  e t  n o y a u x  o n t  é t é  é t a b l i e s  
e s s e n t i e l l e m e n t  a u  m o y e n  d ' u n  t r a c e u r  d ' i m a g e s  L e i t z  A S M  6 8  K ,  e n  a s s i m i l a n t  c e s  s t r u c t u r e s  à  d e s  s p h è r e s ,  
m o d è l e  d e  r é f é r e n c e  l e  p l u s  s a t i s f a i s a n t  ( S c h ü e p p ,  1 9 6 6 ) .  L e s  o b s e r v a t i o n s  s e  r a p p o r t e n t  à  u n  é c h a n t i l l o n n a g e  
r e p r é s e n t a t i f  d e  l ' e n s e m b l e  d e  l a  p a r t i e  s o m m i t a l e  d u  d ô m e  m é r i s t é m a t i q u e  d é f i n i e  p a r  l a  h a u t e u r  h  p a r  r a p p o r t  a u  
m é r i s t è m e  m é d u l l a i r e  e t  l e  d i a m è t r e  d  à  c e  n i v e a u  ( P l .  I ) ,  a p r è s  a v o i r  c o n s t a t é ,  e n  a c c o r d  a v e c  C r o s s  ( 1 9 4 3 ) ,  q u e  
l e s  c r i t è r e s  c y 1 o m o r p h o l o g i q u e s  d ' a n a l y s e  r e t e n u s  n e  j u s t i f i a i e n t  p a s  d e  d i s t i n g u e r  u n e  z o n a t i o n  a u  s e i n  d u  t e r r i t o i r e  
d ' i n v e s t i g a t i o n  a i n s i  c i r c o n s c r i t .  
L ' a c t i v i t é  m i t o t i q u e  e s t  e x p r i m é e  p a r  l e  n o m b r e  m o y e n  d e  m i t o s e s  d é t e c t é e s ,  p a r  c o u p e  l o n g i t u d i n a l e  
m é d i a n e  d e  d ô m e s  m é r i s t é m a t i q u e s ,  j u s q u ' a u  n i v e a u  d ' a p p a r i t i o n  d u  p l u s  j e u n e  p r i m o r d i u m  o b s e r v é  ( G i f f a r d  e t  
C a r s o n ,  1 9 7 1  ) .  
L e s  m e s u r e s  e x p é r i m e n t a l e s  s o n t  e x p r i m é e s  s o u s  f o r m e  d e  m o y e n n e s  r a p p o r t é e s  à  l ' e f f e c t i f  N  
d ' o b s e r v a t i o n s  e f f e c t u é e s  p a r  v a r i a n t e  d e  t r a i t e m e n t ,  e t  e n  p r é c i s a n t  l ' i n t e r v a l l e  d e  c o n f i a n c e  é t a b l i  a u  s e u i l  p
0  
=  5 %  
( S n e d e c o r  e t  C o c h r a n ,  1 9 5 7 ) .  
L e s  i n f l u e n c e s  r e s p e c t i v e s  d e s  f a c t e u r s  e x p é r i m e n t a u x  " â g e "  - m a t é r i e l  j e u n e  o u  à g é '  - e t  " s t a d e  
v é g é t a t i f "  - r e p o s  o u  d é b o u r r e m e n t  - s u r  l e s  c r i t è r e s  o b s e r v é s  p r é s e n t a n t  l e  p l u s  d ' i n t é r ê t ,  o n t  é t é  m i s e s  e n  é v i d e n c e  
a u  m o y e n  d ' a n a l y s e s  d e  v a r i a n c e  à  d e u x  c r i t è r e s  d e  c l a s s i f i c a t i o n  e n  p r é c i s a n t  l e  d e g r é  d e  s i g n i f i c a t i o n  p  
c o r r e s p o n d a n t  ( S n e d e c o r  e t  C o c h r a n ,  1 9 5 7 ) .  
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50µm 
Planche 1.- Coupes longitudinales de points végétarns de Sequoiadendron giganteum jeunes (A) et âgés (B) lors 
du débourrement. d eth, respectivement le diamètre et la hauteur. sont définis à partir du méristème 
médullaire M. 
Plate 1.- Median longitudinal sections of shoot apices of young (A) and mature (B) Sequoiadendron giganteum at 
the lime of bud-break. d and h, the diameter and the height respectively, are defined from the pith 
meristem M. 
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R E S U L T A T S  
L e s  m o y e n n e s  d e  d e n s i t é s  o p t i q u e s  r e l a t i v e s  à  l ' e s t i m a t i o n  d e s  t e n e u r s  e n  
A R N  c y t o p l a s m i q u e s  f i g u r e n t ,  p o u r  c h a q u e  c o m b i n a i s o n  e x p é r i m e n t a l e ,  d a n s  l e  
t a b l e a u  I .  
T a b l e a u  1 . - R é s u l t a t s  m o y e n s ,  e n  d e n s i t é  o p t i q u e ,  d e s t e n e u r s e n A R N c y t o p l a s m i q u e s  m e s u r é e s  p a r c y t o p h o t o m é t r i e  
à  6 6 5  n m  d a n s  l e  m é r i s t è m e  d e  f l a n c  d e  p o i n t s  v é g é t a t i f s  d e  s é q u o i a s  g é a n t s  j e u n e s  e t  â g é s  d u r a n t  
l e  r e p o s  v é g é t a t i f  e t  l o r s  d u  d é b o u r r e m e n t .  L e s  i n t e r v a l l e s  d e  c o n f i a n c e  o n t  é t é  é t a b l i s  a u  s e u i l  
p
0  
•  5  %  p o u r  u n  e f f e c t i f  o b s e r v é  N  - 2 2 .  
T a b l e  1 . - M e a n s  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  m e a s u r e m e n t s  a t  6 6 5  m m  o f  c y t o p l a s m i c  R N A  c o n t e n t s  w i t h i n  t h e  m e r i s t e m  
p e r i p h e r a l  z o n e  o f  y o u n g  a n d  m a t u r e  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  d u r i n g  t h e  r e s t  p e r i o d  a n d  a l  t h e  
l i m e  o f  b u d - b r e a k .  T h e  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  w e r e  c a l c u l a t e d  a l  p
0  
•  0 . 0 5  l e v e l  f o r  N  =  2 2  
m e a s u r e m e n t s  p e r  c o m b i n a i s o n .  
R e p o s  v é g é t a t i f  
D é b o u r r e m e n t  
S u j e t s  j e u n e s  
0 , 1 6 1  ±  0 , 0 3 8  
0 , 3 7 9 ± 0 , 1 2 4  
S u j e t s  â g é s  
o .  1 8 2  ±  0 , 0 4 7  
0 , 3 6 2  ±  0 ,  1 4 1  
P a r  r a p p o r t  a u  r e p o s  v é g é t a t i f ,  l e  d é b o u r r e m e n t  c o r r e s p o n d  à  u n e  
a u g m e n t a t i o n  t r è s  s i g n i f i c a t i v e  ( p  <  0 , 0 0 1 )  d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  d e s  A R N  c y t o p l a s -
m i q u e s  e t ,  c o m m e  l e  r e f l è t e  l e  t a b l e a u  I I ,  d e  l ' a c t i v i t é  m i t o t i q u e  ( p  <  0 , 0 0 1 ) ,  
e s s e n t i e l l e m e n t  l o c a l i s é e  d a n s  l e  m é r i s t è m e  d e  f l a n c .  E n  r e v a n c h e ,  a u c u n e  i n -
f l u e n c e  n o t a b l e  d e  l ' â g e  d e  l a  t ê t e  d e  c l o n e  s u r  c e s  d e u x  i n d i c e s  n ' a  p u  ê t r e  d é c e l é e .  
T a b l e a u  1 1 . ·  A c t i v i t é  m i t o t i q u e ,  e x p r i m é e  p a r  l e  n o m b r e  m o y e n  d e  m i t o s e s  d é t e c t é e s  p a r  c o u p e  l o n g i t u d i n a l e  
m é d i a n e  d e  d ô m e  m é r i s t é m a t i q u e  j u s q u · a u  n i v e a u  d ' a p p a r i t i o n  d u  p l u s  j e u n e  p r i m o r d i u m  o b s e r v é .  
L e s  i n t e r v a l l e s  d e  c o n f i a n c e  o n t  é t é  é t a b l i s  a u  s e u i l  p
0  
=  5  %  p o u r  u n  e f f e c t i f  N  i n d i q u é .  
T a b l e  1 1 . ·  M i t o t i c  a c t i v i t y  e x p r e s s e d  b y  t h e  a v e r a g e  n u m b e r  o f  m i t o s e s  d e t e c t e d  f o r  e a c h  m e d i a n  l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n  
o f  m e r i s t e m a t i c  d o m e  u p  t o  t h e  y o u n g e s t  l e a f  p r i m o r d i u m .  T h e  c o n f i d e n c e  i n t e r v a l s  a t  p
0  
=  0 . 0 5  l e v e l  
a n d  t h e  r e l e v a n t  n u m b e r s  o f  o b s e r v a t i o n s  N  a r e  i n d i c a t e d .  
R e p o s  v é g é t a t i f  
D é b o u r r e m e n t  
S u j e t s  j e u n e s  
0  
( N  =  3 0 )  
1 , 0 5  ±  0 , 4 2  
( N  = 3 9 )  
S u j e t s  â g é s  
0  
( N  =  3 0 )  
0 , 8 9  ±  0 , 4 0  
( N  = 5 3 )  
L e s  r é s u l t a t s  c o r r e s p o n d a n t  a u x  d i f f é r e n t e s  m e s u r e s  c y t o m o r p h o l o g i -
q u e s ,  e f f e c t u é e s  à  p a r t i r  d e  l ' é c h a n t i l l o n n a g e  d e  c o u p e s  l o n g i t u d i n a l e s  m é d i a n e s  
d e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s ,  s o n t  r é c a p i t u l é s  d a n s  l e  t a b l e a u  I I I .  L e s  v o l u m e s  d e s  d ô m e s  
m é r i s t é m a t i q u e s  o n t  é t é  é t a b l i s  p a r  c a l c u l  i n t é g r a l  à  p a r t i r  d e s  m o d é l i s a t i o n s  d e s  
c o n t o u r s  m é r i s t é m a t i q u c s ,  r é s u l t a t s  d ' u n e  p r é c é d e n t e  é t u d e  ( M o n t c u u i s ,  1 9 8 7 b ) .  
C e s  d o n n é e s  o n t  p e r m i s  d e  c a l c u l e r  l e s  n o m b r e s  m o y e n s  d e  c e l l u l e s  c o r r e s p o n -
d a n t s ,  à  p a r t i r  d e s  d i m e n s i o n s  c e l l u l a i r e s  u n i t a i r e s ,  e t  c o n f o r m é m e n t  a u  m o d è l e  
s p h é r i q u e  a d o p t é .  
L ' i n f l u e n c e  d e s  d e u x  f a c t e u r s  e x p é r i m e n t a u x  " â g e "  e t  " é t a l  v é g é t a  t i r '  q u i  
a p p a r a î t  à  t r a v e r s  l e  t a b l e a u  I I I  p o u r  l ' e n s e m b e  d e s  i n d i c e s  m o r p h o m é t r i q u e s ,  a  
é t é  p l u s  p a r t i c u l i è r e m e n t  a n a l y s é e  p o u r  l e  r a p p o r t  d / h ,  l e  r a p p o r t  n u c l é o p l a s m i -
q u e ,  l e  v o l u m e  d u  d ô m e  m é r i s t é m a t i q u e  e t  l ' e f f e c t i f  c e l l u l a i r e  c o r r e s p o n d a n t .  L e s  
r é s u l t a t s  s o n t  s y n t h é t i s é s  s o u s  f o r m e  d ' h i s t o · · - a m m e s  d a n s  l e  t a b l e a u  I V .  
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Tableau Ill.- Données cytomorphologiques moyennes établies à partir de coupes médianes longitudinales de 
méristèmes primaires eau linaires de séquoias géants jeunes et âgés durant le repos végétatif et lors 
du débourrement. Les intervalles de confiance précisés ont été calculés au seuil p0 - 5 % à partir 
de l'effectff N observé. 
Table Ill.- Means of cytomorphologic measurements established for each median longitudinal section of shoot 
apices of young and mature giant sequoias observed during the rest period and at the lime of bud-
break. The confidence intervals al p0 - 0.05 level and the relevant numbers observations N are 
indicated. 
Données linéaires 
e n µm 
lt.ll<JO Il C el..iu.ia-ùt e 
.i1Lt.éM.eWL 
Ji.ayo11 cdf.uf.a.ute 
eué.ueu,t 
Ji.ayon 11ucl?.éa.hte 
hauteWL lt e,Lt. ~e l?.e 
mélt.w.tème médu.Utu,te 
e.t f.e ,1;omme.t 
d..ia.mé.tAe d au 1ùveau 
du mé.t.ù.i.tème 
médu.Ua.ùi.e 
rapport d/h 
équation du coittCU-"l. 
mé.u.-~ té.mc.l.<.Que 
(Mo,Lt.euu.w , / 9S 7 b) 
Données en volume 
~ 
vol?.ume cel.!idc.,<,te Ve 
vol?.ume nucl?.éù.i.te Vit 
vcl?.ume ce.U.u.ia.hte, 
pa.Ji.o.i compwe 
rapport nucléop las-
mique Vn/(Vc - Vn) 
éQua..t.ic11 du vcR.ume du 
dôme mé.t.ù.i.té.ma.tA.que 
Volume du dôme 
méristêmatique 
pour y= h 
nombre de cellules 
correspondant (y = h) 
REPOS VEGETATIF 
sujets jeunes 
0,80 ! 0,05 
N = 130 
5,41 ! 0, 16 
N = 76 
6 , 21 ! 0 , 21 
N = 76 
3 ,-li ! 0, 20 
N = 76 
51, 75 ! 2,98 
,\/ = 30 
115, 79 ! 5,96 
N = 30 
2 .24 t 0 . 07 
,\/ = 30 
y = 0, ~ 1 X 1, éO 
,\/ = 30 
698 ! 64 
N = 76 
207 ! 19 
N 76 
1003 ! 105 
N = 76 
0,46 ! 0,04 
N 76 
V= 4,25 .,,2• 25 
[31,4"!:3,6]xl03 
N = 30 
31,4 ! 3 , 6 
sujets âgés 
0, 82 ! 0,05 
N = 130 
5, 81 ! 0, 16 
N - 81 
6,69 ! 0,2 1 
N = 81 
3,61 ! 0 , 10 
N = 81 
57,54 !" 3,79 
N = 30 
91,40 ! 5,79 
N = 30 
1,ro ! 0 ,08 
N = 30 
y= 0,57 X 1 ,so 
N = 30 
891 + 74 
N ; 81 
205 + 17 
N; 81 
1254 ! 123 
N = 81 
0,32 ! 0,03 
N 81 
V= 2,78 /·' ' 
[14,6"!"1,9]xl03 
N 30 
11, 8 ! 1 , 5 
DEBOURREMEN1' 
sujets jeune s sujets âgés 
0,93: 0 , 04 0,92 ! 0 , 04 
N = 320 N = 320 
6,63 ! 0, 15 6,23 ! 0 , 20 
N = 96 N = 96 
7,56 ! 0, 19 7,1 5 ! 0,24 
N = 96 N = 96 
4, 53 ! 0, 12 4,20 ! 0,13 
N = 96 N = 96 
59 ,65 : 3,02 57,37 ! 3,30 
N = 39 N = 53 
13ï , 11 ! 5,30 125,39: 6,49 
N = 39 N = 53 
2,35 ! 0 , 14 2, 19 ! 0 , 07 
N = 39 N = 53 
y= 0,41 X 1 ,34 y= 0,46 ~ 1, 51 
N = 30 N = 30 
1270 ! 85 1093 + 109 
N = 96 N ""= 96 
409 ! 32 332 :! 32 
·"' = 
96 N = 96 
1810 + 140 1531 :! 159 
N ""= 96 N = 96 
0, 52 ! 0,05 0 , 52 :! 0 , 06 
N = 96 N = 96 
V= 4, 77 y2,49 V= 3,78 y2 ,32 
(131, l! 15,0]xl03 (48,7"!"5,9) xl03 
N = 39 N = 53 
72 ,4 ! 8,) )1,8 :! 3 ,9 
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T a b l e a u  I V . - I n f l u e n c e  d e s  d e u x  f a c t e u r s  e x p é r i m e n t a u x  " â g e · .  j e u n e  ( J )  e t  â g é  ( A ) ·  e t  " é t a t  v é g é t a t i f " ·  r e p o s  ( R )  
e t  d é b o u r r e m e n t  ( D )  •  s u r  l e  r a p p o r t  d / h ,  l e  r a p p o r t  n u c l é o p l a s m i q u e ,  l e  v o l u m e  d u  d ô m e  
m é r i s t é m a t i q u e  e t  l e  n o m b r e  d e  c e l l u l e s  c o r r e s p o n d a n t .  p  i n d i q u e  l e  d e g r é  d e  s i g n i f i c a t i o n  r é s u l t a n t  
d e s  a n a l y s e s  d e  v a r i a n c e  a p p l i q u é e s  q u i  f o n t  r e s s o r t i r ,  p o u r  c h a c u n  d e s  c r i t è r e s  c o n s i d é r é s ,  u n e  t r è s  
f o r t e  i n t e r a c t i o n  " â g e "  x  " é t a t  v é g é t a t i f "  ( p  <  0 , 0 0 1  ) .  
T a b l e  I V . ·  I n f l u e n c e  o f  t h e  I w o  e x p e r i m e n t a l  f a c t o r s  :  " a g e "  •  y o u n g  ( J )  a n d  m a t u r e  ( A )  ·  a n d  " v e g e t a t i v e  
s t a g e "  •  r e s t  ( R )  a n d  b u d - b r e a k  ( D )  •  o n  t h e d / h  r a t i o ,  t h e  n u c l e o p l a s m i c  r a t i o ,  t h e  m e r i s t e m a t i c  d a m e  
v o l u m e  a n d  t h e  r e l e v a n t  n u m b e r s  o f  i n d u d e d  c e l l s .  p  i n d i c a t e s  t h e  s i g n i f i c a n t  r a n g e  r e s u l t i n g  f r o m  
t h e  a n a l y s e s  o f  v a r i a n c e ,  w h i c h  p o i n t  o u t  f o r  t h e  f o u r  p a r a m e t e r s  o b s e r v e d  a  s t r o n g  · a g e ·  x  
" v e g e t a t i v e  s t a g e "  i n t e r a c t i o n  ( p  <  0 . 0 0 1  ) .  
R a p p o r t  d / h  
R a p p o r t  
n u c l é o p l a s m i q u e  
V o l u m e  d u  d ô m e  
m é r i s t é m a t i q u e  
( y =  h )  
N o m b r e  d e  
c e l l u l e s  
c o r r e s p o n d a n t e s  
C o m b i n a i s o n s  
e x p é r i m e n t a l e s  
:  l  
u  
0  J  
J  A  
J  A  
R  
D  
1  
l  
1  
[ k J l J J  
0  J  
J  A  
J  A  
R  
D  
M  
3 .  
M  
8  
1 0 0  
0  
~ -
J  A  
J  A  
R  
D  
1 0 0  
0  
~ 
J  A  
J  A  
A g e  
r n  
J  A  
p  <  0 , 0 0 1  
[ D  
J  A  
p : : : 0 , 0 1  
~ 
J  A  
P  <  0 , 0 0 1  
[ b  
J  A  
E t a t  
v é g é t a t i f  
m  
R  D  
p  <  0 , 0 0 1  
d J  
R  D  
P  <  0 , 0 0 1  
~ 
R  D  
p  <  0 , 0 0 1  
d J  
R  D  
R  D  p  <  0 , 0 0 1  p  <  0 , 0 0 1  
L ' e f f e t  d e  l ' â g e  d e s  p i e d s - m è r e s  d ' o r i g i n e  s e  r e s s e n t  p o u r  l ' e n s e m b l e  d e s  
q u a t r e  c r i t è r e s  e x a m i n é s  ( p  < 0 , 0 1 ) ,  s u r t o u t  e n  c c  q u i  c o n c e r n e  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  
d e s  d ô m e s  m é r i s t é m a t i q u e s  - r a p p o r t  d / h ,  v o l u m e ,  e f f e c t i f  c e l l u l a i r e  - ( p  <  0 , 0 0 1 ) ,  
l e s  v a l e u r s  l e s  p l u s  é l e v é e s  c o r r e s p o n d a n t  a u  m a t é r i e l  j e u n e .  
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L'influence de l'état végétatif apparaît de façon très significative 
(p < 0,001) indifféremment pour chacun de ces quatre mêmes critères. Le débour-
rement correspond à une augmentation très nette des valeurs obtenues durant le 
repos végétatif, qui avoisinent alors les résultats caractérisant le matériel jeune. 
Consécutivement aux analyses de variance appliquées, la mise en évi-
dence d'une très forte interaction âge x état végétatif (p <0,001) incite à considérer 
les résultats relatifs à chaque combinaison expérimentale. 
En cc qui concerne le rapport nucléoplasmiquc, il est intéressant de 
noter que la différence entre le matériel jeune et le matériel âgé, très prononcée 
durant le repos végétatif, s'estompe au stade débourrement. Cette tendance 
s'applique, mais dans une moindre mesure, au rapport d/h qui préfigure malgré 
tout que si le débourrement est associé à un accroissement des résultats obtenus 
durant le repos végétatif, les valeurs élevées peuvent demeurer l'apanage du 
matériel jeune. Ceci est pleinement vérifié dans le cas du volume du dôme 
méristématiquc et de son effectif cellulaire, où les différences entre matériel jeune 
et âgé persistent de façon très marquée, que cc soit durant le repos végétatif ou le 
débourrement. 
DISCUSSION 
A l'instar d'autres Gymnospermes (Camcfort, 1954; Gifford et Corson, 
1971 ; Owens et Moldcr, 1973), la reprise de croissance dans les méristèmes 
caulinaircs végétatifs de Sequoiadendron gi.ganteum s'accompagne d'une nette 
augmentation, par rapport au repos végétatif, des ARN, csscnticllcmcnt localisés 
dans le cytoplasme des cellules de méristème de flanc (Camefort, 1954, 1956 ; 
lliding et Gifford, 1973; Riding, 1976). Cet accroissement d es ARN et de l'activité 
mitotique sous l'effet d'agents extérieurs plus favorables correspond vraisembla-
blement à une stimulation générale du métabolisme, comme l'illustrent les dosages 
biochimiques d'acides nucléiques, de nucléo tides et les analyses des sys tèmes 
traductionncls effectués sur les mêmes échantillons (Montcuuis et Gcndraud, 
1987 ; Bon, 1988). 
Conjointement, les méristèmes prélevés à cette période en vue du 
clonage expriment en culture in vitro des facultés organogèncs bien supérieures à 
leurs homologues excisés de bourgeons en repos végétatif hivernal (Monteuuis, 
1987a). Plusieurs travaux (Trippi et Ilrulfcrt, 1973; Riding, 1976; Da vies, 1984) 
ont permis d'établir, de façon similaire, que l'aptitude à la multiplication végéta-
tive était d'autant plus développée que les teneurs en ARN d es méristèmes 
caulinaires étaient élevées. 
Des analyses antérieures ont montré une influence significative du stade 
végétatif cl de l'âge de la tête de clone sur la conformation d es dômes mé ristéma-
tiqucs (Montcuuis, 1987b), plus volumineux pour le matériel jeune et lors du 
débourrement, comparativement au matériel âgé et au repos végétatif. Cette 
tendance s'exprime de façon plus immédiate par les valeurs du quotient d/h, 
inspiré des travaux de Tcppcr (1963), Owston (1969) et Riding (1976) que nos 
résultats confirment, et défini à partir du mé ristème médullaire (voir planche 1). 
Signalons à cc propos, l'intérêt de cette référence anatomique judicieuse qui 
permet, pour certaines analyses, de circonsc rire sans ambiguïté le champ d'inves-
tiga tions au sommet du méristème, secteur déterminant du point de vue ontogéni-
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q u e  ( C r o s s ,  1 9 4 3  ;  C a m e f o r t ,  1 9 5 6 ;  G i f f o r d  e t  C o r s o n ,  1 9 7 1 ) .  L e s  e f f e t s  d e s  d e u x  
f a c t e u r s  e x p é r i m e n t a u x  é t u d i é s  s ' i l l u s t r e n t  é g a l e m e n t  p a r  l e s  m o d i f i c a t i o n s  d e s  
i n d i c e s  c y t o m o r p h o l o g i q u e s  i n f r a - m é r i s t é m a t i q u e s  é t a b l i s ,  c o n f o r m e s  a u x  v a -
l e u r s  c o m m u n i q u é e s  p a r  C r o s s  ( 1 9 4 3 ) .  A i n s i ,  i l  e s t  i n t é r e s s a n t  d e  r e m a r q u e r ,  e n t r e  
a u t r e s ,  q u e  l e s  c e l l u l e s  d u  c l o n e  j e u n e  d e v i e n n e n t  p l u s  g r a n d e s  q u e  c e l l e s  d u  c l o n e  
â g é  l o r s  d e  l a  r e p r i s e  d e  c r o i s s a n c e ,  c o n f i r m a n t  a l o r s  l e s  o b s e r v a t i o n s  d e  S t e i n  e t  
F o s k e t  ( 1 9 6 9 )  s u r  d e s  e x t r é m i t é s  c a u l i n a i r c s  v é g é t a t i v e s  d ' I - l e d e r a  h e l i . x  p o u s s a n t .  
L ' e n s e m b l e  d e  c e s  d i v e r s  é l é m e n t s  s t r u c t u r a u x  p e r m e t  d ' é t a b l i r  q u e  l e s  p o i n t s  
v é g é t a t i f s  d e  j e u n e s  s é q u o i a s  g é a n t s  s o n t  p l u s  v o l u m i n e u x  e t  r e n f e r m e n t  p l u s  d e  
c e l l u l e s  q u e  l e u r s  h o m o l o g u e s  i s s u s  d ' i n d i v i d u s  â g é s .  C c  r é s u l t a t ,  v é r i f i é  a u s s i  b i e n  
d u r a n t  l e  r e p o s  v é g é t a t i f  q u e  l o r s  d u  d é b o u r r e m e n t ,  s i n g u l a r i s e  n o t r e  m a t é r i e l  
d ' é t u d e  p a r  r a p p o r t  à  d ' a u t r e s ,  n o n  a r b o r e s c e n t s  e t  c u l t i v é s  i n  v i t r o  d a n s  u n  
e n v i r o n n e m e n t  t r è s  p a r t i c u l i e r  i l  e s t  v r a i  ( W a t c l c t - G o n o d  e t  F a v r e ,  1 9 8 1 ) .  D e s  
o b s e r v a t i o n s  e t  d e s  a n a l y s e s  c o n n e x e s  ( M o n t c u u i s ,  1 9 8 7 a )  s u g g è r e n t  q u e  l ' a p t i t u d e  
a u  c l o n a g e  i n  v i t r o  d e  p o i n t s  v é g é t a t i f s  d e  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  p o u r r a i t  
ê t r e  p o s i t i v e m e n t  c o r r é l é e  à  l ' e f f e c t i f  c e l l u l a i r e  d u  d ô m e  m é r i s t é m a t i q u c .  
L e  b i l a n  s y n t h é t i q u e  d e  l ' e n s e m b l e  d e s  a n a l y s e s  p r é s e n t é e s  c o n f è r e  a u  
f a c t e u r  " â g e " ,  e t  s u r t o u t  a u  f a c t e u r  " é t a t  v é g é t a t i r ' ,  u n e  i n n u c n c c  p r i m o r d i a l e  v i s -
à - v i s  d e s  c r i t è r e s  m i c r o s c o p i q u e s  o b s e r v é s .  P l u s  p r é c i s é m e n t ,  l e  s t a d e  d é b o u r r e -
m e n t  c o r r e s p o n d  à  u n  a c c r o i s s e m e n t  t r è s  n e t  d e s  m e s u r e s  é t a b l i e s  a u  m o m e n t  d u  
r e p o s ,  q u i  t e n d e n t  a l o r s  à  a t t e i n d r e  l e s  v a l e u r s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d u  m a t é r i e l  j e u n e ,  
c o m m e  l e  r c n è t c n t  n o t a m m e n t  l e s  h i s t o g r a m m e s  d u  t a b l e a u  I V .  C e s  r e m a r q u e s  q u i  
c o r r o b o r e n t  l e s  a n a l y s e s  b i o c h i m i q u e s  e t  l e s  o b s e r v a t i o n s  d e  c u l t u r e  i n  v i t r o  
r é a l i s é e s  s u r  l e  m ê m e  m a t é r i e l  ( M o n t c u u i s ,  1 9 8 7 a ;  M o n t c u u i s  c l  G c n d r a u d ,  1 9 8 7 ) ,  
c o n s t i t u e n t  u n  a r g u m e n t  s u p p l é m e n t a i r e  e n  f a v e u r  d e  l ' i n t e r p r é t a t i o n  d u  v i e i l l i s -
s e m e n t  c y c l i q u e  r é i t é r é  d e s  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s  a u  c o u r s  d e  l a  c r o i s s a n c e  d e s  
u n i t é s  s u c c e s s i v e s  d e  m o r p h o g e n è s e  ( K r c n k c ,  1 9 4 0 ;  F r a n c l c t ,  1 9 8 3 ) .  
C O N C L U S I O N  
L a  p r é s e n t e  é t u d e  r é v è l e  d e  r é e l l e s  d i f f é r e n c e s  c y t o m o r p h o l o g i q  u c s  a u  
s e i n  d e  p o i n t s  v é g é t a t i f s  e a u  l i n a i r e s  d e  s é q u o i a s  g é a n t s ,  l i é e s  à  l ' â g e  d e s  i n d i v i d u s .  
C c  r é s u l t a t  a t t e s t e  q u e  l e  p h é n o m è n e  d e  m a t u r a t i o n  d e s  v é g é t a u x  l i g n e u x  p e u t  s e  
m a n i f e s t e r  j u s q u e  d a n s  l e s  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s ,  e t  c o n f i r m e  p a r  l à  m ê m e  l e s  
p r é s o m p t i o n s  b a s é e s  s u r  d e s  d i s s e m b l a n c e s  r e m a r q u é e s  p o u r  p l u s i e u r s  e s p è c e s  
a r b o r e s c e n t e s  e n  c u l t u r e  i n  v i t r o ,  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d e  l a  t ê t e  d e  c l o n e  ( B c k k a o u i  
e t  c o l l . ,  1 9 8 5 ;  M o n t c u u i s ,  1 9 8 7 a ) .  
D ' u n  p o i n t  d e  v u e  t h é o r i q u e ,  l e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s  p e u v e n t  s u s c i t e r  
b e a u c o u p  d ' e s p o i r s  p o u r  l e  c l o n a g e  c o n f o r m e  d ' a r b r e s  â g é s  e n  r a i s o n  d e s  c o n c e p t s  
d e  j u v é n i l i t é  e t  d e  t o t i p o t c n t i a l i t é  a s s o c i é s  à  l a  n o t i o n  m ê m e  d e  m é r i s t è m e  ( M a r g a -
r a ,  1 9 8 2 ) .  I l  s e m b l e  q u e  l a  s i t u a t i o n  r é e l l e  s o i t  p l u s  n u a n c é e  à  t r a v e r s  l a  p r i s e  e n  
c o n s i d é r a t i o n ,  e n  f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d e s  s u j e t s  d e  r é f é r e n c e ,  d e  l ' i n n u c n c c  d e  l ' é t a t  
p h y s i o l o g i q u e ,  a p p r é h e n d é e  s u r  n o t r e  m a t é r i e l  à  p a r t i r  d e  s t a d e s  p h é n o l o g i q u c s  
t r è s  c o n t r a s t é s  - r e p o s  v é g é t a t i f  o u  d é b o u r r e m e n t .  L ' i m p o r t a n c e  d e  c c  p a r a m è t r e  
p r e n d  t o u t e  s a  s i g n i f i c a t i o n  s i ,  c o m m e  l e  p r é t e n d e n t  B u v a t  ( 1 9 5 5 )  e t  R o m b e r g c r  
( 1 9 6 3 ) ,  l e  d e v e n i r  o r g a n o g è n c  d e s  m é r i s t è m e s  d e m e u r e  é t r o i t e m e n t  d é p e n d a n t  d e  
l e u r  c o n t e x t e  p h y s i o l o g i q u e .  P l u s i e u r s  o b s e r v a t i o n s  n o u s  o n t  p e r m i s  d e  v é r i f i e r  l e  
b i e n - f o n d é  d e  c e t t e  o p i n i o n  q u i  i n c i t e  à  c o n s i d é r e r  l ' a n a l y s e  d e  p o t e n t i a l i t é s  
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ontogéniques des méristèmes primaires en tenant compte de l'aspect évolutif de 
leurs caractéristiques en fonction du temps et de l'environnement extérieur, ainsi 
que de leur situation topologique au sein du végétal (influence des systèmes 
corrélatifs). Ces arguments justifient, en matière de clonage, les opérations de 
conditionnement physiologique des pieds-mères, tout en tirant profit de la varia-
bilité constatée pour sélectionner les structures végétatives - points végétatifs, 
territoires méristématiques, voire cellules - les plus juvéniles, et par là même, les 
plus prometteuses. 
Remerciements. -Je tiens à remercier le Dr. Maryse Tort, du laboratoire de Phytomorphogenèse de 
l'Université de Clermont 11, pour ses précieux conseils en matière d'analyses cytologiques, ainsi que Mme Simonne 
Genestier. du même laboratoire, pour sa participation efficace à la préparation des échantillons. 
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Analyse cytophotométrique comparée des parois de mésophylle 
de feuilles ~e Sequoiadendron giganleum jeunes et âgés(*) 
par Olivier MONTEUUIS 1.2 et Simonne GENESTIER2 
1AssociaLion f'orêL Cellulose, Domaine de l'Eiançon, F-77370 Nangis 
2 Lal,oraLoire de PhyLonwrphogenè..,e, Université de Clermont Il, 
4 rue Ledru, F-63038 ClernwnL-Ferrand Cedex 
R é.1 umé .- Une technique d'analyse. histochimique de composés pariélaux par cytophotométrie a 
été appliquée à des coupes transversales de feuilles de séquoias géants (Sequoiadendron giganreum) jeunes et 
âgés. Les parois du mésophylle du matériel âgé contiennent plus de polysaccharides que celles du matériel jeune. 
Cette tendance, qui persiste après l'hydrolyse des substances pectiques, puis des hémicelluloses,et enfin des 
autres polysaccharides non cellulosiques, serait due, du moins en panie, à des teneurs plus élevées en 
hémicellulose et en cellulose . 
Sumnu,ry.- A histochemical technique to investigate cytophotometrically cell wall components 
was applied to transverse sections of leaves belonging to young and mature giant sequoias (Sequoiadendron 
giganteum) . Mesophyll cell walls of mature material contained more polysaccharides than the young mate rial ones. 
Th is tendency which remained unchanged alter the hydrolysis of the pectic substances. then the hemicelluloses 
and finally the other non cellulosic polysaccharides. could be panly due to higher hemicellulose and cellulose 
concentrations in the mature material. 
Key words : cell wall components -cytophotometric analysis - mesophyll - polysaccharides· young 
and mature Sequoiadendron giganteum. 
* 
* * 
INTRODUCTION 
Le vieilli sse ment des végétaux ligneux au cours de leur développement 
est lié à une modification de certaines caractéristiques des formes juvéniles , 
résumées notamment par Franclet (1983). Cette revue de synthèse fait abondam-
ment référence à plusieurs aspects de la biologie végétale affectés par le phéno-
mène, mais révèle un manque d'informations du point de vue histologique. 
Sur notre matériel d'étude, Sequoiadendron giganteum, le dimor-
phisme foliaire marqué en fonction de l'âge (Monteuuis, 1985) nous a incités à 
(") Manuscrit reçu le 8 avril 1988 ; accepté le 1 0 février 1989 
1 0 4  
L E T T R E S  B O T A N I Q U E S  
c o m p l é t e r  n o s  o b s e r v a t i o n s  m o r p h o l o g i q u e s  p a r  d e s  a n a l y s e s  i n f r a s t r u c t u r a l e s .  
E n  n o u s  i n s p i r a n t  d ' é t u d e s  h i s t o e h i m i q u c s  a n t é r i e u r e s  ( J e n s e n ,  1 9 6 2  ;  J o n a  c l  
F o a ,  1 9 7 7 ) ,  n o u s  a v o n s  c h e r c h é  à  a p p r é c i e r  p a r  c y t o p h o t o m é t r i e  l e s  e f f e t s  
c o m p a r é s  d e  d i v e r s  t r a i t e m e n t s  h y d r o l y t i q u e s  s u r  l e s  p a r o i s  d u  m é s o p h y l l c  d e s  
f e u i l l e s  d e  s é q u o i a s  g é a n t s  j e u n e s  e t  â g é s .  
M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  
O r i g i n e  d e s  é c h a n t i l l o n s  
L e s  é c h a n t i l l o n s  o n t  é t é  r é c o l t é s  d a n s  l e s  m ê m e s  c o n d i t i o n s  s u r  d e s  p i e d s - m è r e s  d o n é s  o b t e n u s  
_ 3  a n s  a u p a r a v a n t .  e n  d i s t i n g u a n t  u n  d o n e  j e u n e  i s s u  d u  b o u t u r a g e  d ' u n  s e m i s  d e  s é q u o i a  g é a n t  d e  1 8  m o i s ,  d ' u n  
c l o n e  â g é  P f O V e n a n t  d ' u n  s é q u o i a  g é a n t  c e n t e n a i r e  g r a t t é  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 5 ) .  C e  m a t é r i e l ,  a u  p o r t  b a s  e t  d i f f u s  
e n t r e t e n u  p a r  d e s  p r é l è v e m e n t s  f r é q u e n t s ,  e s t  c u l t i v é  à  r e x t é r i e u r  à  l ' U n i v e r s i t é  d e  C l e r m o n t - F e r r a n d .  L e s  f e u i l l e s  
a n a l y s é e s  s o n t  p r é l e v é e s  d a n s  l a  p a r t i e  m é d i a n e  d e  l a  p o u s s e  d e  l ' a n n é e ,  d u r a n t  l e  r e p o s  h i v e r n a l  d e s  p i e d s - m è r e s .  
P r é p a r a t i o n  d e s  é c h a n t i l l o n s  
L e s  f e u i l l e s  r é c o l t é e s  s o n t  f i x é e s  d a n s  u n  m é l a n g e  :  é t h a n o l  9 5  % ,  f o r m a l d é h y d e  4 0  % ,  a c i d e  
a c é t i q u e  g l a c i a l  ( 1 7 ( 2 / 1  ;  v t v t v ) ,  p u i s  d é s h y d r a t é e s  a v a n t  i n c l u s i o n  d a n s  l a  p a r a f f i n e  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 ) .  L a  p a r t i e  l i b r e  
d e  c h a q u e  f e u i l l e  e n  a l è n e  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 5 )  e s t  d é b i t é e  t r a n s v e r s a l e m e n t  a u  m i c r o t o m e  e n  s e c t i o n s  d e  1 0 µ m  
d ' é p a i s s e u r ,  r é p a r t i e s  e n s u i t e  é q u i t a b l e m e n t  s u r  4  l a m e s  p o r t e - o b j e t  p o u r  c o n s t i t u e r  u n  l o t  ( J e n s e n ,  1 9 6 0  e t  1 9 6 2 ) .  
C h a q u e  l o t  d e  m a t é r i e l  â g é  e s t  s y s t é m a t i q u e m e n t  a p p a r i é  à  u n  l o t  d e  m a t é r i e l  j e u n e  p o u r  ê t r e  s o u m i s ,  a p r è s  
d é p a r a f f i n a g e ,  à  l a  s u c c e s s i o n  d e  t r a i l e m e n t s  h y d r o l y t i q u e s  d é t a i l l é s  c i - a p r è s ,  e n  c o n s e r v a n t  à  l ' i s s u e  d e  c h a q u e  
é t a p e  u n e  l a m e  p o u r  a n a l y s e  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 )  :  A - a u c u n  t r a i t e m e n t  t é m o i n  ;  B  - i m m e r s i o n  d u r a n t  1 2  h e u r e s  à  3 C Y ' C  
d a n s  u n e  s o l u t i o n  a q u e u s e  d e  p e c t i n a s e s  ( E C  3 . 2 .  1 .  1 5 . ,  S i g m a )  à  7 0 0 0  u n i l é s / 1 ,  p u i s  t r e m p a g e  p e n d a n t  2  h e u r e s  
à  9 0 ° C  d a n s  u n e  s o l u t i o n  à  0 , 5  %  d ' o x a l a t e  d ' a m m o n i u m  ;  C  - t r e m p a g e  d u r a n t  1 2  h e u r e s  à  t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  
d a n s  u n e  s o l u t i o n  à  4  %  d e  N a O H  ;  0  - t r e m p a g e  d u r a n t  1 2  h e u r e s  à  t e m p é r a t u r e  a m b i a n t e  d a n s  u n e  s o l u t i o n  à  
1 7 , 5  %  d e  N a O H .  
C e s  d i f f é r e n t e s  é t a p e s  s o n t  d e s t i n é e s  à  é l i m i n e r  s u c c e s s i v e m e n t  e t  r e s p e c t i v e m e n t  l e s  s u b s t a n c e s  
p e c t i q u e s  ( 8 ) ,  l e s  h é m i c e l l u l o s e s  ( C )  e t  l e s  a u t r e s  p o l y s a c c h a r i d e s  n o n  c e l l u l o s i q u e s  p o u r  n e  c o n s e r v e r  
t h é o r i q u e m e n t  q u e  l a  c e l l u l o s e  ( 0 )  ( J e n s e n ,  1 9 6 0  ;  J o n a  e t  F o a ,  1 9 7 7 ) .  A p r è s  c h a q u e  t r a i t e m e n t .  l e s  l a m e s  s o n t  
r i n c é e s  a b o n d a m m e n t  e t  a v e c  p r é c a u t i o n  d a n s  d e  l ' e a u  d i s t i l l é e .  L e  d é c o l l e m e n t  d e s  c o u p e s .  v é r i t a b l e  h a n d i c a p ,  
a  é t é  l i m i t é  p a r  u n  f i l m  d ' é t h y l e  c e l l u l o s e  ( S i g m a )  - 0 , 5  %  d a n s  u n  m é l a n g e  d e  t o l u è n e / a l c o o l  a b s o l u  ( 4 / 1  ;  v l v )  q u i  
d o i t  ê t r e  r e n o u v e l é  à  c h a q u e  t r a i t e m e n t  c h i m i q u e  ( J o n a  e t  F o a .  1 9 7 7  ;  J o n a  e t  c o l l . ,  1 9 8 1  ) .  A  l ' i s s u e  d e  c e s  
h y d r o l y s e s .  l e s  l o t s  d e  m a t é r i e l  â g é  e t  d e  m a t é r i e l  j e u n e  a p p a r i é s  s o n t  c o l o r é s  a u  P . A . S .  ( a c i d e  p é r i o d i q u e - S c h i f f )  
c o n f o r m é m e n t  à  l a  p r o c é d u r e  p r é c o n i s é e  p a r  J e n s e n  ( 1 9 6 2 ) .  
M e s u r e s ,  e x p r e s s i o n  e t  t r a i t e m e n t s  d e s  d o n n é e s  
L e s  e f f e t s  d e s  d i f f é r e n t s  t r a i t e m e n t s  h y d r o l y t i q u e s  o n t  é t é  a n a l y s é s  q u a n t i t a t i v e m e n t  a u  n i v e a u  d e s  
p a r o i s  d u  m é s o p h y l l e  à  l ' a i d e  d ' u n  c y t o p h o t o m è t r e  R e i c h e r t .  L a  s u r f a c e  e f f e c t i v e  p h o t o m é t r é e  à  t r a v e r s  l e s  p a r o i s  
d e  1  , 2  µ m  d ' é p a i s s e u r  m o y e n n e  c o r r e s p o n d  à  u n  d i s q u e  d e  1  µ m  d e  d i a m è t r e .  L ' i n t e n s i l é  d e  l a  c o l o r a t i o n ,  
p r o p o r t i o n n e l l e  à  l a  t e n e u r  e n  p o l y s a c c h a r i d e s ,  e s t  i n d i q u é e  p a r  l a  t r a n s m i s s i o n  T  ( J o n a  e t  F o a ,  1 9 7 7  ; J o n a  e t  c o l l . ,  
1 9 8 1 )  m e s u r é e  a u  m o y e n  d ' u n  p h o t o m u l t i p l i c a t e u r  p o u r  l a  l o n g u e u r  d ' o n d e  d e  5 6 0  n m ,  v a l e u r  r e t e n u e  a p r è s  
é t a b l i s s e m e n t  d e  l a  c o u r b e  d ' e x t i n c t i o n  ( L i s o n ,  1 9 6 0 ) .  L e s  r é s u l t a t s  a n a l y s é s  s o n t  e x p r i m é s  e n  d e n s i t é  o p t i q u e  
( 0 . 0 . )  d é f i n i e  p a r  l a  r e l a t i o n :  0 . 0 .  =  - l o g  T  ( L i s o n ,  1 9 6 0 ) ,  e l  c o r r e s p o n d a n t  a u x  m o y e n n e s  é t a b l i e s  à  p a r t i r  d e s  3 0  
m e s u r e s  p a r  c o u p e  p o u r  c h a c u n e  d e s  4  l a m e s  d e s  l o t s .  L e  t e s t  s t a t i s t i q u e  d e  W i l c o x o n  ( S n e d e c o r e t  C o c h r a n ,  1 9 5 7 )  
a  é t é  a p p l i q u é  p o u r  c o m p a r e r  l e s  é c h a n t i l l o n s  d u  c l o n e  j e u n e  à  c e u x  d u  c l o n e  â g é ,  a u  s e i n  d e s  l o t s  c o n s t a m m e n t  
a p p a r i é s  a u  c o u r s  d e s  d i f f é r e n t e s  s é q u e n c e s  d ' h y d r o l y s e s ,  p u i s  d e  c o l o r a t i o n  a u  P . S . A .  L e s  c o m p a r a i s o n s  2  â  2  
o n t  é t é  e f f e c t u é e s  s u r  1  0  à  1 8  p a i r e s  d e  c o u p e s  p a r  v a r i a n t e  d e  t r a i l e m e n t .  
R E S U L T A T S  
U n e  a n a l y s e  d e  v a r i a n c e  a p p l i q u é e  à  l ' e n s e m b l e  d e s  l o t s  t r a i t e s  p o u r  
c h a c u n  d e s  2  c l o n e s  i n d i q u e  u n  e f f e t  s i g n i f i c a t i f  ( p  <  0 , 0 0 1 )  d e s  d i f f é r e n t s  t r a i t e -
m e n t s  h y d r o l y t i q u c s  s u r  l e s  v a l e u r s  m e s u r é e s  p a r  c y t o p h o t o m é t r i c ,  c l  c c ,  m a l g r é  
u n e  v a r i a b i l i t é  i n t r a - c l a s s e  c e r t a i n e ,  e x p r i m é e  p a r  l ' a m p l i t u d e  d e s  i n t e r v a l l e s  d e  
c o n f i a n c e  ( p  =  5  %  )  d e  l a  f i g u r e .  
L e s  c o m p a r a i s o n s  i n t c r - c l o n a l c s  r é a l i s é e s  à  p a r t i r  d e s  é c h a n t i l l o n s  
\  
\  
a :  
è  
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appariés traduisent une teneur pariétale en polysaccharides totaux plus élevée 
dans le mésophylle des feuilles du matériel âgé que dans celui du matériel jeune 
(0,001 < p < 0,005). Cette tendance persiste après l'hydrolyse des substances 
pectiques (0,001 < p < 0,005), puis des hémicelluloses (0,001 < p < 0,005), et enfin 
des autres polysaccharides non cellulosiques (0,01 < p < 0,025). Pour chacun des . 
2 clones, les moyennes correspondant à l'ensemble des lots analysés par variante 
de traitement sont illustrées dans la figure 1. 
d 
ci 
0.3 
0 
A B C D 
Fig. 1.· Moyennes des résultats cytophotométriques - en 
densité optique 0.0. - par variante de traitement et par done, 
de rensemble des lots appariés oomparés ; les intervalles de 
confiance sont représentés pour p - 5 %. 
A : aucune hydrol~-se (témoin) ; B : après hydrolyse des 
substances pectiques ; C : après hydrolyse des substances 
pectiques et des hémiœlluloses ; 0 : après hydrolyse des 
substances pectiques, des hémicelluloses et des autres 
palvsaocharides non cellulosiques. ~ done jeune. l!ZI clone 
agé. 
Fig. 1.· Extindion value averages according to the different 
experimentaltreatments and totheclone. Vertical bars represent 
conficende intervals (p ~ 5 %). 
A : contrai ; B : alter removaf of pedic substances ; C : af1er 
removal of pedic substances and hemicelluloses ; 0 : alter 
removal of pectic substances, hemicelluloses and other non 
cellulosic polysaccharides.Cl young clone. rza mature clone. 
L'analyse comparative intcr-clonale, en considérant individuellement 
chaque catégorie de composés pariétaux d'après leur nature (composés pectiques, 
hémicclluloscs, autres polysaccharides non cellulosiques et finalement la cellulose 
- Jensen, 1960 el 1962 ; Jonas et coll., 1981), n'indique pas de différence 
significative, hormis pour les hémicelluloses et la cellulose, plus abondantes dans 
le vieux matériel (respectivement 0,025 < p < 0,05 el 0,01 < p < 0,025) . 
DISCUSSION 
La technique d'histochimic associée aux mesures cytophotométriqucs 
présentée permet de comparer des structures microscopiques visualisées bien 
précises avec une bonne sensibilité. Certains aspects méritent néanmoins d'être 
commentés. La réelle efficacité des différents traitements hydrolytiqucs spécifi-
ques est difficilement contrôlable. En effet, il est permis de supposer que les 
hydrolyses des divers composés pariétaux envisagés ne sont pas totales (Roland, 
1980 ; Tollier et Riquet, 1980), bien que les traitements décrits, surtout chimiques, 
soient suffisamment violents pour altérer l'intégrité structurale des coupes et 
favoriser leur décollement des lames porte-objet, en dépit du film protecteur 
d'éthyle cellulose, conformément aux remarques d'autres auteurs (Jensen, 1960 et 
1962; Jona et Foa, 1977; Jona et coll., 1981). 
La mise en évidence, au niveau du mésophylle de feuilles de séquoias 
géants, d'une concentration en polysaccharides pariétaux d'autant plus élevée que 
le sujet est âgé, est un résultat nouveau qui n'en demeure pas moins cohérent. Les 
différences observées, notamment du point de vue des hémicelluloses et celluloses 
(voir Jensen, 1960 ; Joseleau, 1980 ; Lorences et coll., 1987a et b), pourraient 
s'instaurer au cours des processus de différenciation pariétale (Catesson, 1980 ; 
Gross, 1984) associés au développement des feuilles qui, chez Sequoiadendron 
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g i g a n t e u m ,  p r é s e n t e n t  d e s  d i s s e m b l a n c e s  m o r p h o l o g i q u e s  t r è s  c o n t r a s t é e s  e n  
f o n c t i o n  d e  l ' â g e  d e s  i n d i v i d u s  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 5 ) .  
D e s  a n a l y s e s  s i m i l a i r e s  c o n n e x e s ,  m a i s  q u a n t i t a t i v e m e n t  p l u s  r e s t r e i n -
t e s ,  e f f e c t u é e s  a u  n i v e a u  d e s  p a r o i s  d u  p a r e n c h y m e  s o u s - j a c e n t  a u x  m é r i s t è m e s  
a p i c a u x  c a u l i n a i r e s ,  i n c i t e n t  à  p e n s e r  q u e  c e s  d i f f é r e n c e s  d e  c o m p o s i t i o n  p a r i é t a l e  
e n t r e  j e u n e s  e t  v i e u x  s u j e t s  s u r v i e n n e n t  p r é c o c e m e n t  a u  c o u r s  d e  l ' é d i f i c a t i o n  d e s  
s t r u c t u r e s  v é g é t a t i v e s  a é r i e n n e s  ( L o r e n c e s  e t  Z a r r a ,  1 9 8 6  ;  L o r e n  c e s  e t  c o l l . ,  1 9 8 7  a  
e t  b ) .  I l  s e r a i t  i n t é r e s s a n t  d e  p o u r s u i v r e  c e s  c o m p a r a i s o n s  a u  n i v e a u  d e  l a  
c h r o n o l o g i e  p h y l l o g é n i q u e  ( i n i t i u m ,  p r i m o r d i u m ,  é b a u c h e  f o l i a i r e ,  j e u n e s  
f e u i l l e s  . . .  ) ,  e n  c o n s i d é r a n t  é g a l e m e n t  d ' a u t r e s  t i s s u s .  D a n s  l e  c a s  p r é s e n t é  d e  
f e u i l l e s  a d u l t e s ,  s e u l  l e  m é s o p h y l l e  a  r é p o n d u  f a v o r a b l e m e n t  à  l a  t e c h n i q u e  
d ' h i s t o c h i m i e  a p p l i q u é e ,  c o m m e  n o u s  a v o n s  p u  l e  v é r i f i e r  p a r  l e s  a n a l y s e s  d e  
v a r i a n c e .  L e s  t e n t a t i v e s  d ' a n a l y s e s  e f f e c t u é e s  s u r  d ' a u t r e s  t i s s u s  n o u s  o n t  a m e n é s  
à  d e s  r é s u l t a t s  i n c o h é r e n t s ,  n o t a m m e n t  a u  n i v e a u  d e  l ' a s s i s e  d e  c e l l u l e s  s o u s - é p i -
d e r m i q u e s  q u i  p o s s è d e n t  d e s  p a r o i s  b i e n  p l u s  d é v e l o p p é e s  d a n s  l e  m a t é r i e l  â g é  q u e  
d a n s  l e  m a t é r i e l  j e u n e  ( 2 4 0  µ m
2  
c o n t r e  1 5 2  µ m
2  
d e  s e c t i o n  m o y e n n e  p a r  c o u p e  c e l -
l u l a i r e ) .  C e s  d é b o i r e s  p o u r r a i e n t  s ' e x p l i q u e r  p a r  l ' e x i s t e n c e  d ' u n e  m a t r i c e  d e  
l i g n i n e s  ( J e n s e n ,  1 9 6 0  e t  1 9 6 2 ;  M o n t i e s ,  1 9 8 0 )  - c o m p o s é s  é g a l e m e n t  r é a c t i f s  a u  
P . A . S .  ( J e n s e n ,  1 9 6 2 )  - i n t i m e m e n t  a s s o c i é e  a u x  p o l y s a c c h a r i d e s  p a r i é t a u x  ( J e n -
s e n ,  1 9 6 2 ;  C a t c s s o n ,  1 9 8 0 ;  R o l a n d ,  1 9 8 0 ;  D o n a l d s o n ,  1 9 8 5 ) .  
C O N C L U S I O N  
L a  t e c h n i q u e  d ' a n a l y s e  c y t o p h o t o m é t r i q u c  a p p l i q u é e  a u  m é s o p h y l l c  d e  
f e u i l l e s  d e  S e q 1 w i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  a  p e r m i s  d e  m e t t r e  e n  é v i d e n c e  d e s  d i f f é -
r e n c e s  s i g n i f i c a t i v e s  d e  c o m p o s i t i o n  e n  p o l y s a c c h a r i d e s  p a r i é t a u x  e n t r e  j e u n e s  e t  
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Physiologie végétale/ Plant Physiology 
Microgreffage de méristèmes primaires caulinaires de Pins 
maritimes (Pinus pinaster Ait.) âgés sur de jeunes semis 
cultivés in vitro 
Élisabeth DUMAS, André FRANCLET et Olivier MoNTEUUIS 
Résumé - La technique de microgreffage présentée perme! de greffer des points végétatifs de 
Pinus pinasrer âgés sur de jeunes semis in vicro avec un taux de réussite moyen de 68 %, Les 
méristèmes greffés évoluent plus ou moins rapidement en pousses feuillées, certaines présentant une 
morphologie juvénile caractérisée qui persiste a prés accl imatation. 
Apical meristem micrografting of mature maritime pines (Pinus pinasler Ait.) onto 
in vilrn young seedlings 
Abstract - The micrografri11g cechnique described makes ir poss/hte to grafr apical merisrems belon-
ging ra mature Pinus pinasler onco in vitro yormg seed/.ings ,rith an average rate of success of 
68%. The grafted m eriscems produce more or less rapidl_r lea(,· slwocs some of which exhibic 
characcerized juvenile morp/10/ogica/ !raits maimained after accli-:wri:ario11. 
Ahridged Englis!t Version - ln vitro culture of apical meristems excised from mature selec-
ted trees for true-to-type cloning purposes must be objecti, ely considered as a very promising 
technique ([ l ], [2]). The possibility of removing the meristems from the inhibiting influence 
of the maturation process affecting the mother plant would enhance their organogenic response 
in well adapted culture conditiol)S ([3], (4]). At the same cime, contamination risks, known 
to be vcry damaging in certain conditions, would diminish . 
Referring to the studies on micropropagation of Pinus pi11aster, the above two aspects seem 
of primordial interest ([5], [6], [7]). Ne,·erthelcss, difficulties encountered in excised meris-
tem cultures on synthetic gelified media, especially for mature material [8], incited us to 
experiment meristem micrografting techniques ([9], [10], [l l]) and to take advantage conjoin-
tly of the beneficial effect of the rootstock susceptible to induce rejuvenation 
([ 12] to [17]). Given the satisfactory results, it is of interest to describe the micrografting 
method applied to Pinus pinaster. 
The seedlings used as rootstocks were obtained from germinated seeds, transferred after 
sterilization onto a cellulose acetate "Sorbarod" container satured with sterile demineralized 
water. When the epicotyl reached a height about 1 cm, the seedlings could be grafted. 
Terminal parts of auxiblasts with quiescent scaly buds were removed from 11, 80 and 
100-year-old maritime pine genotypes. These suds were surface desinfected then rapidly 
and carefully dissected to clear the apical meristem and its surrounding foliar primordia 
which stood for the scion and did not exceed 400 µm in lenirth. At this stage, the rootstock 
with its linked Sorbarod container was pulled out of the culture tube to be superficially 
incised on its epicotyl sicle just above the cotyledons (fig. !). The scion was then quickly 
removed and immediately placed onto the slash. The exudation which flowed out of the 
incised tissues favored the early adherence of the scion. The next step was to transfer the 
grafted rootstock onto another Sorbarod saturated with 5 ml of the convenient liquid medium 
composed of Margara's macronutrients [ 18], Murashige and Skoog's micronutrients [19], 
20 g . 1- 1 sucrose and 20 g . 1- 1 activated charcoal. 
Nole présentée par Alexis MOYSE. 
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C .  R .  A c a d .  S e i .  P a r i s ,  t .  3 0 9 ,  S é r i e  I I I ,  p .  7 2 3 - 7 2 8 ,  1 9 8 9.  
T h i s  t e c h n i q u e  w a s  t e s t e d  o n  a  t o t a l  o f  1 8 6  m i c r o g r a f t s  c o r r e s p o n d i n g  t o  f o u r  d i f f e r e n t  
a g e d  g e n o t y p e s  w i t h  a n  a v e r a g e  s u c c e s s  o f  6 8 % .  A l t h o u g h  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  w a s  t o o  
r e s t r i c t e d  t o  i d e n t i f y  a n y  a g e  e f f e c t  o n  t h e  s u r v i v a l  r a t e s ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e  m e r i s t e m s  
r e m o v e d  f r o m  t h e  y o u n g e s t  m a t e r i a l  ( 1 1 - y e a r  o l d )  r e s p o n d e d  e a r l i e r  t o  d e v e l o p  a  l e a f y  s h o o t  
( f i g .  2 A ,  B a n d  C )  w i t h  h i g h e r  f r e q u e n c y  o f  r e j u v e n a t e d  f o r m s  e x h i b i t i n g  e u p h y l l s  e x c l u s i v e l y  
( f i g .  2  D ) .  l n  c o n t r a s t ,  s c i o n s  r e m o v e d  f r o m  o l d  g e n o t y p e s  w e r e  s u s c e p t i b l e  t o  r e m a i n i n g  
q u i e s c e n t  f o r  s e v e r a l  w e e k s  b e f o r e  e x p a n d i n g .  A  g r e a t  h e t e r o g e n e i t y  o f  r e s p o n s e s  c o u l d  
n e v e r t h e l e s s  b e  o b s e r v e d  w i t h i n  e a c h  g e n o t y p e  ( T a b . ) .  S h o o t  e x p a n s i o n  o f  t h e  l e a f y  s c i o n s  
w a s  s t i m u l a t e d  b y  c u t t i n g  b a c k  t h e  s t o c k  a b o v e  t h e  g r a f t  u n i o n  a n d  r e m o v i n g  t h e  l a t e r a l  
s h o o t s  a r i s i n g  f r o m  t h e  e p i c o t y l .  8 0  t o  1 0 0 %  o f  t h e  m i c r o g r a f t e d  s t o c k s  w e r e  s u c c e s s f u l l y  
a c c l i m a t i z e d  i n  t h e  g r e e n h o u s e  t a k i n g  a d v a n t a g e  o f  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  r o o t  s y s t e m  d e v e l o p e d  
i n  S o r b a r o d .  
T h i s  m e t h o d  o f  m e r i s t e m  m i c r o g r a f t i n g  a p p l i e d  t o  P i n u s  p i n a s t e r  a p p e a r e d  t o  b e  v e r y  
h e l p f u l  t o  p r o m o t c  m i c r o p r o p a g a t i o n  p o s s i b i l i t i e s  o f  m a t u r e  t r c e s .  S u c h  a  t e c h n i q u e  b e n e f ï t e d  
s i m u l t a e n o u s l y  f r o m  t h e  m e r i s t e m  c u l t u r e  a d v a n t a g e s  a n d  f r o m  g r a f t i n g  o n t o  j u v e n i l e  s t o c k  
a n d  p r o v e d  t o  b e  e f f i c i e n t  t o  r c j u v e n a t e  i n  c e r t a i n  o c c a s i o n s .  F r o m  a  t e c h n i c a l  p o i n t  o f  
v i e w ,  t h e  b e n e f i c i a l  i n f l u e n c e  o f  u s i n g  S o r b a r o d  a s  p h y s i c a l  i n  v i t r o  c u l t u r e  s u p p o r t  o u g h r  
t o  b e  e m p h a s i z e d  s i n c e  i t  f a c i l i t a t e d  m i c r o g r a f t i n g  m a n i p u l a t i o n s  w i t h  t h e  p o s s i b i l i r y  t o  g r a f t  
o u t s i d e  o f  t h e  t u b e  w i t h o u t  d a m a g i n g  t h e  s t o c k  r o o t  s y s t e m  a n d  l a t e r  m a d e  t h e  a c c 1 1 m a t i z a t i o n  
p h a s e  e a s i e r .  I n  a d d i t i o n ,  t h e  e x u d a t i o n  s e c r e t i o n  f r o m  t h e  i n c i s e d  t i s s u e s  g r e a t l y  s i m p l i f i e d  
t h e  m i c r o g r a f t i n g  p r o c e d u r e  b y  c o m p a r i s o n  w i t h  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  ( [ 1 0 ) ,  [  1 1  ] )  . .  l n  
f a c t ,  t h e  c o n n e c t i o n  b e t w e c n  t h e  s c i o n  a n d  t h e  s t o c k  o c c u r r e d  i n  a  v e r y  n a t u r a l  w a y  w i t h o u r  
a n y  e x o g e n o u s  g r o w t h  r e g u l a t o r  o r  o t h e r  t e c h n i c a l  a r t i f i c e  p r o v e d  t o  b e  e f f i c i e n t  i n  o t h e r  
c a s e s  ( ( 2 0 ) ,  ( 2 1  ] ) .  
T h e s e  d i f f c r c n t  a r g u m e n t s  i n c i t e d  u s  t o  d e v e l o p  t h i s  m i c r o g r a f t i n g  t e c h n i q u e  m a k i n g  i r  
p o s s i b l e  t o  v e g e t a t i v e l y  p r o p a g a t e  m a r i t i m e  p i n e s  f r o m  e x c i s e d  m e r i s t e m s  w i t h  m u c h  h i g h e r  
s u c c e s s  r a t e s  t h a n  w e r e  t o  b e  e x p e c t e d  w h e n  c o n s i d e r i n g  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  u p  t o  
n o w .  F u r t h c r m o r e ,  t h i s  m e t h o d  s e e m e d  i n  p r i n c i p l e  a p p l i c a b l e  t o  o t h e r  p i n e  s p e c i e s  t o  
i m p r o v e  c a p a c i t i e s  f o r  t r u e - t o - t y p e  c l o n i n g  o f  s e l e c t e d  m a t e r i a l  a s  e x p e c t e d  b y  a  l a r g e  n u m b e r  
o f  g e n e t i c i s t s ,  s i l v i c u l t u r i s t s ,  a n d  o f  c o u r s e  t r e e  p r o p a g a t o r s .  
I N T R O D U C T I O N .  - L a  c u l t u r e  i n  v i t r o  d e  m é r i s t è m e s  p r i m a i r e s  c a u l i n a i r e s  e s t  u n e  
t e c h n i q u e  t r è s  p r o m e t t e u s e ,  n o t a m m e n t  e n  v u e  d u  c l o n a g e  c o n f o r m e  d ' a r b r e s  s é l e c t i o n n é s  
â g é s  ( ( 1 ) ,  [ 2 ] ) .  L a  p o s s i b i l i t é  d e  s o u s t r a i r e  l e s  p o i n t s  v é g é t a t i f s  d e  l ' i n f l u e n c e  i n h i b i t r i c e  
l i é e  a u  v i e i l l i s s e m e n t  d e  l a  p l a n t e  m è r e  f a v o r i s e r a i t  l e u r  r é a c t i v a t i o n  o r g a n o g è n e  d a n s  d e s  
c o n d i t i o n s  d e  c u l t u r e  a d é q u a t e s  ( [ 3 ] ,  [ 4 ] ) .  C o n j o i n t e m e n t ,  l e s  r i s q u e s  d e  c o n t a m i n a t i o n  
s o n t  m i n i m i s é s .  
D a n s  l e  c a d r e  d e s  t r a v a u x  s u r  l a  m i c r o p r o p a g a t i o n  d u  p i n  m a r i t i m e  ( P i n u s  p i n a s t e r  
A i t . ) ,  c e s  d e u x  a t o u t s  m a j e u r s  p r e n n e n t  t o u t e  l e u r  i m p o r t a n c e  e u  é g a r d  a u x  p r o b l è m e s  
r e n c o n t r é s  ( [ 5 ] ,  [ 6 ] ,  ( 7 ] ) .  N é a n m o i n s ,  l e s  d i f f i c u l t é s  i n h é r e n t e s  à  l a  c u l t u r e  d e  m é r i s t è m e s  
d e  c e t t e  e s p è c e  s u r  m i l i e u x  s y n t h é t i q u e s ,  p a r t i c u l i è r e m e n t  d a n s  l e  c a s  d e  m a t é r i e l  â g é  [ 8 ] .  
n o u s  o n t  i n c i t é s  à  n o u s  o r i e n t e r  v e r s  l e  m i c r o g r e f f a g e  d e  p o i n t s  v é g é t a t i f s  ( ( 9 ) ,  ( 1 0 ] ,  ( 1 1 ] ) .  
D e  p l u s ,  c e t t e  t e c h n i q u e  p e r m e t  s i m u l t a n é m e n t  d e  t i r e r  p r o f i t  d e  l ' i n f l u e n c e  b é n é f i q u e  d u  
p o r t e - g r e f f e ,  s u s c e p t i b l e  d ' i n d u i r e  u n  c e r t a i n  r a j e u n i s s e m e n t  d u  m a t é r i e l  m i c r o g r e f f é  
( [  1 2 ]  à  [  1 7 ) ) .  L e s  r é s u l t a t s  s a t i s f a i s a n t s  o b t e n u s  s u r  P i n u s  p i n a s t e r  n o u s  o n t  e n c o u r a g é s  à  
d é c r i r e  l a  m é t h o d o l o g i e  d e  m i c r o g r e f f a g e  d e  m é r i s t è m e s  m i s e  a u  p o i n t  s u r  c e t t e  e s p è c e .  
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MATÉRIEL ET MÉTHODES. - 1. Obtention des porte-greffes. Les graines de pin mari-
time, conservées en chambre froide ( +4°C), sont désinfectées par trempage dans une 
solution de péroxyde d'hydrogène à 110 volumes pendant 20 mn, puis abondamment 
rincées dans trois bains d'eau déminéralisée stérilisée. Les graines sont ensuite ensemencées 
individuellement en conditions aseptiques dans des tubes de culture droits de 20 x 250 mm 
coiffés de façon non hermétique de capuchons en matière plastique translucide. Chaque 
tube contient une motte cylindrique de 20 x 30 mm en acétate de cellulose ( « Sorbarod ») 
imbibée de 5 ml d'eau déminéralisée stérilisée. L'ensemble est ensuite disposé en chambre 
de culture où des tubes fluorescents « Sylvania Grolux » fournissent une intensité lumi-
neuse de 120 µmol. m - 2 • s - i pendant 16 h; la température est fixée à 25 ± 1 °C. Dans ces 
conditions d'environnement, les graines germent rapidement. Les porte-greffes sont greffés 
après deux mois de culture, lorsque l'épicotyle atteint 1 cm de hauteur. 
2. Origine des greffons. - Les greffons sont prélevés à l'extrémité des auxiblastes, au 
sein de bourgeons écailleux appartenant à quatre génotypes âgés de 11, 80 et 100 ans. 
3. Technique de microgreffage. - Le microgreffage est réalisé en conditions aseptiques 
sous loupe binoculaire équipée d'une source de lumière froide. 
Après 20 mn de désinfection dans une solution aqueuse d'hypochlorite de calcium à 
9 % additionnée de quelques gouttes de mouillant « Teepol », les bourgeons écailleux 
sont rincés dans trois bains d'eau déminéralisée stérilisée puis rapidement et précaution-
neusement disséqués afin de dégager le dôme du méristème apical caulinaire entouré de 
ses primordia. Cet ensemble qui n'excède pas 0,4 mm de hauteur constitue le greffon. A 
ce stade, le porte-greffe solidaire de son support de culture Sorbarod est sorti du tube de 
culture, puis entaillé superficiellement sur 2 mm de longueur au niveau de l'axe épicotylé, 
, , E 
é i\~ 
h"~c 
Fig. 1. - .Illustration schématisée de la technique de microgreffage décrite : (c) cotylédons du semis porte-
greffe; (é) épicotyle; (h) hypocotyle; (m) méristéme greffé; (E) entaille superficielle latérale; (M) motte de 
culture ( « Sorbarod »). 
Fig. 1. - Schematic illustration of the described micrografting technique: (c) cotyledons of the seedling used as 
rootstock; (e) epicotyl; (h) hypocotyl; (m) meristem grafted; (E) superficial lateral slash; (M) in vitro culture 
container ("Sorbarod"). 
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F i g .  2 .  - É t a p e s  c h r o n o l o g i q u e s  d u  d é v e l o p p e m e n t  d u  g r e f f o n .  A ,  p r e m i è r e s  p h a s e s  d ' o r g a n o g e n è s e  d u  
m é r i s t è m e  g r e f f é  ( m ) ;  B  e t  C ,  c r o i s s a n c e  d u  g r e f f o n  ( g )  s u r  l e  c ô t é  d e  l ' é p i c o t y l e  d u  p o r t e - g r e f f e ;  D ,  m i c r o g r e f f e  
a c c l i m a t é e  p r é s e n t a n t  d e s  e u p h y l l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  d e  l ' é t a t  j u v é n i l e .  
F i g .  2 .  - C h r o n o l o g i c a /  s t a g e s  o f  t h e  s c i o n  d e v e l o p m e n t .  A ,  f i r s t  s t a g e s  o f  o r g a n o g e n e s i s  o f  t h e  g r a f t e d  m e r i s t e m  
( m ) ;  B  a n d  C ,  g r o w t h  o f  t h e  s c i o n  ( g )  o n  t h e  s i d e  o f  t h e  r o o t s t o c k  e p i c o t y l ;  D ,  a c c / i m a t i z e d  m i c r o g r a f t  e x h i b i l i n g  
e u p h y l l s  w h i c h  c h a r a c t e r i z e  t h e  j u v e n i l e  s t a t e .  
à  p r o x i m i t é  d e s  c o t y l é d o n s  ( f i g .  1 ) .  L e  g r e f f o n  e s t  a l o r s  r a p i d e m e n t  p r é l e v é ,  p a r  s e c t i o n n e -
m e n t  b a s a l  a u  m o y e n  d ' u n  é c l a t  d e  l a m e  d e  r a s o i r  p o u r  ê t r e  i m m é d i a t e m e n t  e t  d é l i c a t e -
m e n t  d é p o s é  s u r  l ' e n t a i l l e  d u  p o r t e - g r e f f e .  L ' e x s u d a t  q u i  s ' é c o u l e  d e s  t i s s u s  i n c i s é s  f a v o r i s e  
l ' a d h é r e n c e  p r é c o c e  d u  g r e f f o n .  L e  m i c r o g r e f f a g e  p r o p r e m e n t  d i t  é t a n t  t e r m i n é ,  l e s  p o r t e -
g r e f f e s  s o n t  t r a n s f é r é s  s u r  u n  n o u v e a u  S o r b a r o d  i m b i b é  d e  5  m l  d u  m i l i e u  d e  c u l t u r e  
c o m p o s é  d e s  m a c r o - é l é m e n t s  d e  M a r g a r a  [  1 8 ) ,  d e s  m i c r o - é l é m e n t s  d e  M u r a s h i g e  e t  
S k o o g  ( 1 9 ] ,  d e  2 0  g . 1 -
1  
d e  s a c c h a r o s e  e t  d e  2 0  g  . 1 -
1  
d e  c h a r b o n  a c t i f  ( M e r c k  2 1 8 6 ) .  
< '  
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T A BLEAU 
Inventaire des microgreffes vivantes 2 mois après le microgreffage in vitro 
pour chacun des 4 génotypes étudiés. 
Scion survival rates 2 mo11ths after the in vitro micrografting 
for each of the 4 ge11oty pes tested 
N° d'identification 
et âge 
du génotype 
greffé 
n ° 297 - li ans . . . . . . . . . . . . . . 
n° 3110- 80 ans .... .. ..... .. . 
n° 4301- 80 ans .... . .. ... ... . 
n° 107 -100 ans .. ... .. . ..... . 
Effectifs 
de 
micro greffes 
réalisées 
72 
31 
21 
62 
Proportions 
de greffons 
vivants 
après 2 mois 
47/72 soit 65 % 
25/31 soit 80 % 
12/21 soit 57 % 
43/62 soit 69 % 
727 
L'ensemble a été préalablement autoclavé 20 mn à 120°C. Les cultures sont ensuite 
replacées en conditions d'environnement initiales. 
RÉSULTATS. - La technique de microgreffage a été appliquée à quatre génotypes d'âges 
différents. Les effectifs respectifs sont indiqués à titre indicatif dans le tableau. L' inventaire 
effectué 2 mois plus tard dénombre globalement 127 greffons vivants organogènes sur 
186 microgreffes, soit 68 % de réussite. 
Dans les situations favorables , l'union s'effectue précocement par prolifération des 
tissus corticaux entaillés du porte-greffe, prélude à la reprise d' activité organogène du 
méristème greffé sous forme d'une phyllogenèse active (fig. 2 A, B et C). Bien que les 
effectifs expérimentaux observés ne permettent pas de conclure quant à l'influence de 
l'âge sur la reprise du greffon, il semble que les méristèmes greffés provenant des 
génotypes les plus âgés évoluent préférentiellement vers la production de bourgeons 
écailleux. Ceux-ci, éventuellement entourés d'un ou deux brachyblastes, sont susceptibles 
de demeurer en repos végétatif apparent plusieurs semaines, voire plusieurs mois. Les 
greffons prélevés sur du matériel de 11 ans réagissent plus rapidement, parfois au bout 
de I à 2 semaines, en développant une pousse feuillée garnie d'euphylles à morphologie 
juvénile (fig. 2 D). Au vu de nos premières observations, le greffon exprimerait des 
caractéristiques d'autant plus juvéniles que sa reprise à l'issue du microgreffage est 
précoce. Néanmoins, une très grande hétérogénéité de réponses subsiste au sein d'un 
même génotype. 
La croissance du greffon est favorisée par un sevrage progressif afin d'éviter une trop 
forte concurrence avec l'appareil caulinaire du porte-greffe. Les pourcentages de reprise 
lors de l' acclimatation en serre varient entre 80 et 100 % en fonction de la saison et 
grâce à la qualité de l'appareil racinaire du porte-greffe développé in vitro en Sorbarod. 
D1sc ussION ET CONCLUSION. - En 1986, nous proposions une nouvelle technique de 
microgreffage permettant de propager végétativement avec 35 % de succès des Sequoiaden-
dron giganteum centenaires à partir de points végétatifs (10]. Les résultats exposés mon-
trent que cette méthode est applicable au Pin maritime, en l'adaptant aux particularités 
spécifiques et en l'améliorant par la même occasion. 
Ainsi, le support de culture Sorbarod, destiné à faciliter les manipulations de microgref-
fage sans léser l'appareil racinaire et tout en garantissant sa neutralité chimique vis-à-vis 
du milieu de culture in vitro, présente l'avantage d'être biodégradable en conditions 
horticoles et facilite de ce fait l'acclimatation. 
C. R., 1989, 2' Semeslre (T. 309) Série Ill - 55 
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P a r  a i l l e u r s ,  l a  s é c r é t i o n  d ' e x s u d a t  a u  n i v e a u  d e s  t i s s u s  e n t a i l l é s  p e r m e t  d e  s i m p l i f i e r  
c o n s i d é r a b l e m e n t  l e s  m a n i p u l a t i o n s  p a r  r a p p o r t  à  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  ( [ 1 0 ) ,  [ 1 1 ) ) ,  
e n  g a g n a n t  e n  r a p i d i t é  d ' e x é c u t i o n  e t  e n  a u g m e n t a n t  s i m u l t a n é m e n t  l e s  t a u x  d e  r é u s s i t e .  
E n  f a i t ,  l ' u n i o n  e n t r e  l e  p o r t e - g r e f f e  e t  l e  g r e f f o n ,  r é d u i t  a u  m é r i s t è m e  c a u l i n a i r e  a p i c a l  
s a n s  e m b a s e ,  s ' e f f e c t u e  p r é c o c e m e n t  d e  f a ç o n  t r è s  n a t u r e l l e  e n  l ' a b s e n c e  d e  t o u t e  s u b s t a n c e  
d e  c r o i s s a n c e  e x o g è n e ,  a n t i o x y d a n t  e t  a u t r e s  a r t i f i c e s  a v a n t a g e u s e m e n t  e m p l o y é s  d a n s  
d ' a u t r e s  c a s  ( [ 9 ] ,  [ 2 0 ) ,  [ 2 1 ) ) .  
C e s  d i v e r s  a r g u m e n t s  n o u s  i n c i t e n t  à  d é v e l o p p e r  c e t t e  t e c h n i q u e  c o n v o i t é e  [ 2 0 ]  q u i  
p e r m e t  d e  c l o n e r  d e s  P i n s  m a r i t i m e s  s é l e c t i o n n é s  â g é s  à  p a r t i r  d e  m é r i s t è m e s  d a n s  d e s  
p r o p o r t i o n s  b i e n  s u p é r i e u r e s  a u x  r é s u l t a t s  o b t e n u s  s u r  m i l i e u x  d e  c u l t u r e  a r t i f i c i e l s  [ 8 ] .  
D e  p l u s ,  c e t t e  m é t h o d e  p a r a î t  t r a n s p o s a b l e  d a n s  s o n  p r i n c i p e  a u x  a u t r e s  e s p è c e s  d u  
g e n r e .  C e r t a i n s  a s p e c t s  m é r i t e n t  n é a n m o i n s  d ' ê t r e  a n a l y s é s  d e  f a ç o n  p l u s  a p p r o f o n d i e ,  
t e l s  q u e  l ' i n f l u e n c e  d e  l ' â g e  d u  p i e d - m è r e  o r i g i n e l  s u r  l e  d e v e n i r  d e s  m é r i s t è m e s  g r e f f é s  e t  
l e u r  a p t i t u d e  à  r e c o u v r e r  c e r t a i n s  c a r a c t è r e s  j u v é n i l e s .  P a r  a i l l e u r s ,  l ' h é t é r o g é n é i t é  d e  
r é p o n s e s  c o n s t a t é e  à  l ' i n t é r i e u r  d ' u n  m ê m e  g é n o t y p e  d e v r a i t  p o u v o i r  ê t r e  m i n i m i s é e  e n  
a c c o r d a n t  p l u s  d ' a t t e n t i o n  a u  s t a d e  p h y s i o l o g i q u e  d u  m é r i s t è m e  a u  m o m e n t  d u  p r é l è v e -
m e n t  a u  s e i n  d u  b o u r g e o n  é c a i l l e u x  [ 2 1 ) .  C e s  p r i n c i p a u x  t h è m e s  d ' i n v e s t i g a t i o n  s o n t  
a c t u e l l e m e n t  é t u d i é s  d a n s  n o t r e  l a b o r a t o i r e .  
N o t e  r e m i s e  l e  1 8  s e p t e m b r e  1 9 8 9 ,  a c c e p t é e  a p r è s  r é v i s i o n  l e  9  n o v e m b r e  1 9 8 9 .  
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Rejuvenation of a 100-year-old Sequoiadendron giganteum through 
in vitro meristem culture. 1. Organogenic and morphological 
arguments 
Olivier Monteuuis 
Monteuuis. O. 1991. Rejuvenation of a HKl-yeM-old Seq11oiade11dro11 giga11te11m 
through in vitro meristem culture. 1. Organogcnic and morphological arguments. -
Physiol. Plant. 81: 111-115. 
True-to-typc cloning of mature trees. especially whcn thcy do not sprout from their 
base. remains prohlematic. Special attention is focused on che shoot apical meristem. 
sin ce it is an ohvious choice for vcgetative propagation . ln Seq11oiade11dro11 giga11teum 
a mcristcm removed during budhreak from a 100-year-old crce regenerated a truly 
rcju,·enated line that exhihited the samc juvenile charactcr, as the juvenile clone 
used as control. especially in regard to morphological traits and organogenic capacity. 
and as manifested by the ahility to produce adventitious roots in vicro. This reju-
vcnation has been maintained for 3 ycars in hoth in vitro and ex vitro conditions. This 
resull is discussed in terms of inhihitory corrclative systems acting within the donor 
trcc in situ. especially as concerns miniaturization of the expiant. 
Key 11·ords - Juvenile. mature. meristem . micropropagation . morphological traits . 
organogenic capaci tics. rejuvenation . Seq11oiade11dro11 gigw11c11111. 
O. Mo111e1111is. AFOCEL. Sw1io11 de /3iotec/11w/ogies, D0111ai11e de /'E.w11ço11. F-77370 
Na11gis. Fra11ce. 
Introduction 
True-to-type cloning of selected mature trees is recog-
nized as a powerful tool in forest tree improvement 
(Zobel and Talbert 1984). ln practice, major problems 
exist because the ability for vegetative reproduction 
declines when the tree reaches a stage of development 
that allows a reliable assessme nt of its real value (Bonga 
1982). The phenomenon has been studied in the giant 
sequoia , Sequoiadendron giganteum, an interesting for-
est species as regards its crop potential (Franclet et al. 
1980). 
In order to stimulate the capacity for true-to-type 
cloning of superior trees, various rejuvenation tech-
niques have been tested. Manipulations such as grafting 
onto young seedlings, serial propagation by cuttings and 
microcuttings cultured in vitro have proved unsuccessful 
in achieving satisfactory rejuvenation (O . Monteuuis 
1988, Ph. D. Thesis, Univ. B. Pascal, Clermont-Fer-
rand, France). This prompted us to select juvenile tis-
Received 25 May, 1990; revised 2 October, 1990 
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sues remaining within the mature ortct and to propagate 
them preferentially. As is the case for most conifers, but 
in contras! to Sequoia sempervirens, Sequoiadendron 
giganteum does not sprout from its base . Therefore, 
special attention has been devoted to the shoot apical 
meristem, which is presumed to play a key role in physi-
ological phase changes and rej uvenation (Schaffalitzky 
de Muckadell 1959. Bonga 1982. 1987), on the presum-
ption that it contains juvenile cell territories (Margara 
1982) . 
For these reasons, meristem culture in vitro was at-
tempted on a selected mature giant sequoia. 
Materials and methods 
Plant material 
The mature material consisted of a clone obtained by 
grafting of scions taken from the crown of a IOO-year-
old Sequoiadendron giganteum Buchholz. This clone 
111 
e x h i b i t e d  a l l  t h e  c h a r a c t e r i s t i c s  c o n n c c t e d  w i t h  m a t u r i -
t y ,  i n c l u d i n g  p l a g i o t r o p i c  g r o w t h ,  s m a l l ,  h a r d  a n d  t h i c k  
f o l i a g e ,  a n d  a n  i n c a p a c i t y  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g .  T h e  
j u v e n i l e  c l o n e  u s e d  a s  c o n t r a i  d e r i v e d  f r o m  r o o t e d  c u t -
t i n g s  f r o m  a  t w o - y e a r - o l d  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  
s e e d l i n g .  P r e v i o u s  p a p e r s  ( M o n t e u u i s  1 9 8 5 ,  M o n t e u u i s  
a n d  B o n  1 9 8 6 )  h a v e  g i v e n  m o r e  d e t a i l e d  i n f o r m a t i o n  
a b o u t  t h e s e  t w o  c h a r a c t e r i z e d  e x p e r i m e n t a l  m a t e r i a l s ,  
w h i c h  g r o w  o u t d o o r s  a t  t h e  U n i v e r s i t y  o f  C l e r m o n t  
F e r r a n d ,  F r a n c e .  
A b o u t  3 0 0  t e r m i n a l  s t e m  s e g m e n t s  w e r e  r e m o v e d  
d u  r i n g  t h e  r e s t  p e r i o d  a n d  a t  t h e  t i m e  o f  b u d b r e a k  f r o m  
t h e s e  c l o n e d  s t o c k  p l a n t s  ( s e e  M o n t e u u i s  1 9 8 7 a ) ,  a n d  
s u r f a c e  s t e r i l i z e d  b y  s o a k i n g  b r i e f l y  i n  7 0 %  e t h a n o l .  
S h o o t  a p i c a l  m e r i s t e m s  w e r e  e x c i s e d  a s e p t i c a l l y  u n d e r  a  
c o l d  l i g h t  s o u r c e  a n d  i m m e d i a t e l y  p l a c e d  o n  t h e  i n i t i a -
t i o n  m e d i u m .  T h e  t e r m  m e r i s t e m  r e f e r s  t o  t h e  a p i c a l  
d a m e  a n d  t h e  y o u n g e s t  l e a f  p r i m o r d i a ;  a n y  s u r r o u n d i n g  
y o u n g  l e a f l c t s  w e r e  r e m o v e d .  l t s  s i z e  d i d  n o t  e x c e e d  
2 0 0 - - 2 5 0  µ m  o v e r a l l .  
C u l t u r e  c o n d i t i o n s  i n  v i t r o  
T h e  c o m p o s i t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  u s e d  
c h r o n o g i c a l l y  t o  o b t a i n  r o o t e d  c u t t i n g s  f r o m  e x c i s e d  
a p i c a l  m e r i s t e m  i n  v i t r o  w a s  d e s c r i b e d  b y  M o n t e u u i s  
a n d  B o n  ( 1 9 8 6 )  a n d  M o n t e u u i s  ( 1 9 8 7 a ) .  A t  t h e  e n d  o f  
t h e  3  w e e k s  r e q u i r e d  f o r  i n i t i a t i o n  o n  a  b a s a l  n u t r i e n t  
m e d i u m  ( L P / 2 ) .  o r g a n o g e n i c  m e r i s t e m s  w e r e  t r a n s -
f e r r e d  m o n t h l y  t o  a  h a l f - s t r e n g t h  m e d i u m  ( L P / 4 ) .  u n t i l  
t h e  e x p l a n t s  r e a c h c d  a b o u t  1  t o  2  m m .  A t  t h i s  s t a g e .  
t h e y  w e r e  p l a c e d  o n  t h e  e l o n g a t i o n  m e d i u m  ( E M ) .  M u l -
t i p l i c a t i o n  b y  a x i l l a r y  b u d d i n g  o c c u r r e d  o n  t h e  s a m e  E M  
m e d i u m  a f t e r  d c c a r i t a t i o n  o f  t h e  e l o n g a t i n g  s h o o t s  
w h i l c  t r a n s f e r r i n g  t h e  u p p c r  p a r t s  t o  a  f r e s h  m e d i u m  
e v e r y  8  w e e k s .  M i c r o c u t t i n g s  o f  1 0  t o  1 5  m m  w e r e  u s e d  
f o r  r o o t i n g  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  p r o c e d u r e :  3  
w e e k s  o n  r o o t  i n d u c t i o n  m e d i u m  ( M R I )  c o n t a i n i n g  
1  m g  1-
1  
n a p h t a l e n e  a c e t i c  a c i d  ( N A A ) ,  t h e n  t r a n s f e r  t o  
t h e  s a m e  m e d i u m  w i t h o u t  N A A  ( M R E )  ( M o n t e u u i s  
a n d  B o n  I  9 8 6 ) .  A l i  t h e s e  m e d i a ,  e x e e p t  M R I ,  l a c k e d  
g r o w t h  r e g u l a t o r s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  
2 0  ±  2 ° C  u n d e r  a  1 6  h  p h o t o p e r i o d  w i t h  a  p h o t o n  f l u x  
d e n s i t y  o f  6 0 - - 7 0  µ m o l  m -
1  
Ç
1  
p r o v i d e d  b y  " M a z d a -
F l u o r  L u m i è r e  d u  j o u r "  f l u o r e s c e n t  l a m p s .  
A c c l i m a l i o n  
M i c r o e u t t i n g s  r o o t e d  i n  v i t r o  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  a  p e a t /  
p e r l i t e  ( 5 0 / 5 0 ,  v / v )  p o t t i n g  s u b s t r a t e  a n d  m a i n t a i n e d  a t  
2 3  ±  3 ° C  u n d e r  S y l v a n i a  G r o - L u x  l i g h t i n g  w i t h  a  p h o t o n  
f l u x  d e n s i t y  o f  6 0 - - 7 0  µ m o l  m -
2  
Ç
1  
u n d e r  a  1 6  h  p h o t o -
p e r i o d  a n d  w i t h  8 0 - - 8 5 %  r e l a t i v e  h u m i d i t y .  A b o u t  6  
w e e k s  l a  t e r ,  t h e  p l a n t l e t s  w e r e  p o t t e d  i n  a  b a r k / p e a t  
s u b s t r a t e  ( 7 0 / 3 0 ,  v / v )  a n d  c u l t u r e d  f i r s t  i n  a  g r e e n h o u s e ,  
t h e n  o u t d o o r s .  
1 1 2  
R e s u l l s  
C a p a c i t y  f o r  o r g a n o g c n e s i s  
T h e  c a p a c i t y  o f  e x c i s e d  m e r i s t e m s  t o  d e v e l o p  n e w  
s h o o t s  i n  v i t r o  w a s  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  a g e  o f  t h e  
p l a n t  m a t e r i a l  a n d  t i m e  o f  e x p i a n t  r e m o v a l ,  w i t h  b e s t  
r e s u l t s  e o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  a n d  t o  b u d -
b r e a k  ( M o n t e u u i s  1 9 8 7 a ) .  E l o n g a t i o n  a b i l i t y  o f  t h e  m a -
t u r e  m a t e r i a l  w a s  p a r t i c u l a r l y  w e a k ,  a n d  t h e  f e w  s h o o t s  
t h a t  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  d i f f i c u l t y  a f t e r  s e v e r a l  m o n t h s  
s h o w e d  m a t u r e  c h a r a c t e r i s t i c s .  N e v e r t h e l e s s ,  o n e  m e -
r i s t e m  f r o m  t h e  m a t u r e  c l o n e  r e m o v e d  d u r i n g  b u d b r e a k  
r e s p o n d e d  a s  t h o u g h  j u v e n i l e .  e x h i h i t i n g  t h e  s a m e  o r g a -
n o g e n i c  p o t e n t i a l  t o  r e g e n e r a t e  a  v i g o u r o u s  s h o o t .  S u b -
s e q u e n t  o b s e r v a t i o n s  d e n o t e d  s i m i l a r  a b i l i t y  f o r  a x i l l a r y  
b u d d i n g ,  c o r r e s p o n d i n g  t o  m u l t i p l i c a t i o n  r a t e s  o f  2 . 5  t o  
3  f o r  e v e r y  8 - w e e k  s u b c u l t u r e  c y c l e  o n  e l o n g a t i o n  m e -
d i u m .  H e n c e ,  2 0  m o n t h s  a f t e r  i t s  i n t r o d u c t i o n  o n  i n i t i a -
t i o n  m e d i u m .  t h i s  h i g h - p o t e n t i a l  m e r i s t e m  g a v e  r i s e  t o  
2 8 0  r e a c t i v e  m i c r o c u t t i n g s .  S o m c  o f  t h e s e  m i c r o c u t t i n g s  
r o o t e d  s p o n t a n e o u s l y  o n  c l o n g a t i o n  m e d i u m  w i t h  t h e  
s a m e  f r e q u e n c y ,  e s t i m a t e d  a l  6  t o  7 ' ' / . ,  ( d a t a  n o t  s h o w n ) .  
a s  f o r  t h e  j u v e n i l e  c l o n e .  T h i s  a b i l i t y  t o  r o o t  m u s t  b e  
o b j e c t i v e l y  c o n s i d e r e d  a s  a  j u v e n i l c  c h a r a c t e r  ( F o u r e t  e t  
a l .  1 9 8 6 ) .  G r o w t h  a c t i v i t y  w a s  t h e  s a m e  a s  f o r  t h e  j u v e -
n i l e  m a t e r i a l  w i t h  f l u c t u a t i o n s  d u r i n g  t i m e  c o u r s e  ( 0 .  
M o n t e u u i s  1 9 8 8 .  P h .  O .  T h e s i s .  U n i v .  B .  P a s c a l .  C l e r -
m o n t - F e r r a n d ,  F r a n c e ) .  A b i l i t y  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  
w a s  e x a m i n e d  a f t e r  i n d u c t i o n  o n  r o o t i n g  m e d i a .  T a b l e  1  
s h o w s  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c c s  i n  r o o t i n g  r a t e s  h e -
t w e e n  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  a n d  t h e  r c j u v e n a t e d  l i n c  ( o n  
a v e r a g e  4 6 . 1  %  a n d  4 - l . > ' X , .  r c s p c c t i v c l y ) .  w h i l e  u n d e r  
t h e  s a m e  c o n d i t i o n s .  t h e  o r i g i n a l  m a t u r e  f o n n  p r o v e d  l û  
b e  t o t a l l y  r e c a l c i t r a n t  ( M o n t c u u i s  a n d  B o n  1 9 8 6 .  M o n -
t e u u i s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  O r g a n o g e n i c  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  
r e j u v e n a t e d  m a t e r i a l  a n d  t h e  j u v c n i l e  c o n t r o l  p e r s i s t e d  
e x  v i t r o .  s i n c e  9 0 - - 9 5 %  o f  t h e  p l a n t l e t s  r o o t e d  i n  v i t r o  
w e r e  s u c c e s s f u l l y  a c c l i m a t e d ,  s u b s e q u e n t l y  d e v e l o p i n g  
v i g o u r o u s  o r t h o t r o p i c  l e a d e r  s h o o t s .  I n  a d d i t i o n .  i t  
s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  i n  a  p r e l i m i n a r y  a s s e s s m e n t  o f  
g r o w t h ,  t h e  o r t h o t r o p i c  r e j u v e n a t e d  r o o t e d  c u t t i n g s  
w e r e  g r e a t l y  a d v a n t a g e d  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  o r i g i n a l  
T a b .  1 .  R o o t i n g  d a t a  f o r  t h e  r e j u v c n a t e d  l i n e  a n d  f o r  t h e  
j u v e n i l e  c l o n e  u s e d  a s  c o n t r o l ,  w h i c h  w e r e  s y s t c m a t i c a l l y  
p a i r c d  d u r i n g  a i l  c u l t u r e  p r o c e d u r e s .  T h e  o r i g i n a l  m a t u r e  c l o n e  
p r o v e d  t o  b e  t o t a l l y  r e c a l c i t r a n t  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  u n d e r  
t h e  s a m e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  
D a t e s  o f  r o o t i n g  
e x p e r i m e n t s  
1 9 8 8 - 0 6 - 0 2  
1 9 8 8 - 0 8 - 0 1  
1 9 8 8 - 1 0 - 2 7  
1 9 8 9 - 0 1 - 1 6  
A v e r a g e  m e a n  
%  ± S D  
R e j u v e n a t e d  
l i n e  
1 1 / 1 8  
8 / 2 4  
7 / 2 2  
1 3 / 2 4  
3 9 / 8 8  
4 4  ±  5  
J u v e n i l e  c l o n e  
( c o n t r o l )  
1 0 / 1 8  
. 1 1 / 2 4  
1 2 / 2 3  
8 / 2 4  
4 1 / 8 9  
4 6  ± 5  
P h y ~ i o l .  P l a n t .  8 1 .  1 9 9 1  
--!-~- --- ~-- - -
- ' 
Fig. 1. Morphological diffcrences on elongation medium be-
twcen microcuttings of: 100-year-o l<l genotype (A) , the same 
gcnotype as in A rcjuvenatcd throughout meristem culture 
(B) . and the juve nile clone usc<l as conlrol (C). The sides of the 
background squares a rc I cm lo ng. 
mature fo rm of th e sa mc gcno type obtained by grafts 
a nd which was growing plagiotropically. 
Morphological considcrations 
The reactive meriste m of the mature clo ne from which 
the rejuvenated line originated exhibited very early 
mo rphologica l traits cha rac teristic of the juvenile status 
(Monteuuis 1985). T he first leaves fo rmed were long 
a nd thin. a nd comparab le to those of the juvenile clone , 
whereas by cont ras t the mature shoots possessed a fo-
li age of sma ll . hard a nd thi ck leaves (Fig. 1) . The foliar 
si milari ti es with the juveni le contrai persisted homoge-
neously in th e culture in vitro . The ne wly formed roo t 
system appeared to be of eq ui va le nt qua lity, with many 
long a nd thin adve ntiti o us roots produced by both the 
Fig. 2. Morphologica l 
features of the three types 
of experimental mate rials in 
in vivo conditions. The 
grafted 100-year-old 
genotype (A) ex hibits 
characteristic plagiotropic 
growth and has small, hard 
and thick leaves by conlrast 
with cuttings of the 
rejuvenated line (B) and the 
juvenile clo ne (C). The 
plants are potted in 5 1 
containers . 
Physiol. Plan<. 8 1. 19'11 
Tab. 2. Mean leaf length (n = 50) for the 100-year-old geno-
type , the rcjuvenated form, and the juvenile clone (control) . 
Data are expressed ± confidence in te rval for P = 0.05 . Means 
followed by the same lener do not differ significantly al the 5% 
level. 
Origin of material 
100-year-old genotype 
Rejuvenated form 
Juvenile clone 
Leaf length (mm) 
1.40 + 0.18a 
5.58 + 0.42b 
5.60 + 0.37b 
juvenile and the rejuvena ted clone. Morphological 
analogies between these two materials persisted after 
aeclimation under outdoor conditions, the rooted cut-
tings of the juvenile clone and of the rejuvenated line 
exhibiting orthotropic growth a nd characteristic juve-
nile foliage. This was in contrast to the original grafted 
material tha t belonged to th e sa me ge notype. remaining 
plagiotropic with thick and hard !caves (Fig. 2). Partic-
ular attention was devoted to leaf le ngth, which was 
attested to be a re liable markcr of the degree of matura-
tion (Monteuuis 1985) and was fou nd to be greatly 
influenced (P < 0.0001; Fischer's tes t) by the origin of 
the investiga ted pl a nt material. ln fact, as shown in 
Tab . 2. leaves o f the rejuvenated linc , similar to those 
of the juvenile clo ne. were much more developed than 
those belonging to the origina l mature form. 
It should be em phasized that the st riking a na logies 
observed between the juvenile co ntrai and the reju-
venated line de riving from the 100-year-old ge notype. 
have since been maintai ned in e ither in vitro or ex vitro 
conditions, corresponding to 4 a nd 3 years, rcspectively. 
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D i s c u s s i o n  
A s  f a r  a s  w e  a r e  a w a r e ,  t h i s  i s  t h e  f i r s t  t i m e  t h a t  r e j u -
v e n a t i o n  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  s o  c l e a r l y  f o r  a  1 0 0 -
y e a r - o l d  c o n i f e r o u s  s p e c i e s  t h a t  n o r m a l l y  d o e s  n o t  
s p r o u t .  I n  f a c t ,  t h e  r e v e r s i o n  t o w a r d s  t h e  j u v e n i l e  s t a g e  
r e p r e s e n t e d  b y  t h e  j u v e n i l e  c l o n e  p r o v e d  t o  b e  s t a b l e  
a n d  w a s  v e r i f i e d  b i o c h e m i c a l l y  ( B o n  a n d  M o n t e u u i s  
1 9 9 0 ) ,  a l l o w i n g  t h i s  p h e n o m e n o n  t o  b e  c o n s i d e r e d  a  
t r u e  r e j u v e n a t i o n .  I t  d i f f e r s  f r o m  t h e  e p h e m e r a l  a n d  
p a r t i a l  ' r e t o u r s  e n  a r r i è r e '  ( N o z e r a n  1 9 7 8 )  t h a t  r e s u l t  
f r o m  s u b c u l t u r e  p r o c e d u r e s  w i t h  e x p e r i m e n t a l  i n  v i t r o  
m e d i a  ( F o u r e t  e t  a l .  1 9 8 6 )  o r  c o n s e q u e n t l y  t o  g r a f t i n g  
o n t o  y o u n g  s e e d l i n g s  ( O .  M o n t e u u i s  1 9 8 8 ,  P h .  D .  T h e -
s i s ,  U n i v .  B .  P a s c a l ,  C l e r m o n t - F e r r a n d ,  F r a n c e ) ,  e f f e c t s  
t h a t  h a v e  b e e n  o b s e r v e d  t o  d i m i n i s h  w i t h  s u b s e q u e n t  
e l o n g a t i o n  o f  t h e  s h o o t ,  e s p e c i a l l y  a f t e r  a c c l i m a t i o n  
( M u l l i n s  e t  a l .  1 9 7 9 ,  Y .  F o u r e t  1 9 8 7 ,  P h .  D .  T h e s i s ,  
U n i v .  P .  e t  M .  C u r i e ,  P a r i s ,  F r a n c e ) .  l n  t h i s  c o n t e x t ,  
t w o  f a c t o r s  a p p e a r  t o  h a v e  a  m a j o r  i n f l u e n c e  i n  r e j u -
v e n a t i o n :  t h e  s i z e  o f  t h e  e x p i a n t  a n d  t h e  p e r i o d  o f  
r e m o v a l  f r o m  t h e  s t o c k  p l a n t  ( O .  M o n t e u u i s  1 9 8 8 .  P h .  
D .  T h e s i s .  U n i v .  B .  P a s c a l ,  C l e r m o n t - F e r r a n d .  F r a n c e ) .  
C o n c o m i t a n t  c o m p a r a t i v e  i n v e s t i g a t i o n s  c o n d u c t e d  
s i m u l t a n e o u s l y  b o t h  o n  t h e  j u v e n i l e  a n d  o n  t h e  m a t u r e  
c l o n e  r o i n t e d  o u t  t h a t  t h e  s i g n i f i c a n t  d i f f c r c n c e s  e x i s t -
i n g  a t  t h e  s h o o t  t i p  l e v e l  b e t w e e n  t h e  t w o  m a t e r i a l s  
t e n d e d  t o  d i s a p p e a r  a l  b u d b r e a k  t i m e  ( M o n t e u u i s  
1 9 8 7 b .  M o n t e u u i s  a n d  G e n d r a u d  1 9 8 7 .  M o n t e u u i s  
1 9 8 9 ) .  a n d  t o  r e a p p e a r  a s  t h e  s h o o t s  b e g a n  t o  e l o n g a t c .  
T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u p p o r t  t h e  i n t e r p r e t a t i o n  o f  t h e  
m a t u r a t i o n  r r o c e s s  a f f c c t i n g  t h e  s h o o t  a p i c a l  m c r i s t c m  
a c c o r d i n g  t o  a  r e i t e r a t i v c  p a t t e r n  c l o s c l y  r c l a t e d  t o  t h e  
d y n a m i c s  o f  s h o o t  e x p a n s i o n .  a s  p r o r o s e d  f i r s t  b y  
K r e n k e  (  1 9 4 0 )  a n d  t h e n  b y  F r a n c l c t  (  1 9 8 5 ) .  R c f e r r i n g  
t o  t h e s e  a u t h o r s ,  a l l  t h e  o r g a n o g e n i c  a p i c a l  m e r i s t c m s  a t  
t h e  o r i g i n  o f  t h e  m o r p h o g e n i c  p r o g r a m m e  s h o u l d  b e  
a b l e  t o  e x p r e s s  r e i t e r a t i v e  s p a c e - t i m e  j u v e n i l e  p o t e n t i a l -
i t i e s  d u r i n g  a  p e r i o d  t h a t  s h o r t e n s  w i t h  t h e  i n c r e a s i n g  
o n t o g e n e t i c  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  t r e e ,  a n d  e x h i b i t i n g  t h e  
m a x i m u m  i n t e n s i t y  a t  t h e  l i m e  o f  b u d b r e a k .  l n  t e r m s  o f  
p r o b a b i l i t y ,  t h e s e  p e r i o d  a n d  t i s s u e  r e s t r i c t i o n s  f o r  o c -
c u r r e n c e  o f  j u v e n i l i t y  c o u l d  e x p l a i n  t h e  r e l a t i v e  f a i l u r e  
o f  r e j u v e n a t i o n  a t t e m p t s  f r o m  t h e  m e r i s t e m  c u l t u r e  o f  
m a t u r e  t r e e s  ( B e k k a o u i  e t  a l .  1 9 8 5 ,  M o n t e u u i s  1 9 8 7 a ) .  
e v e n  w h e n  t a k i n g  a c c o u n t  o f  l i m i t i n g  t e c h n i c a l  a s p e c t s .  
I n  f a c t ,  t h e  r e j u v e n a t i o n  o b t a i n e d  c o n s i s t e d  i n  r e m o v i n g  
t h e  m e r i s t e m  f r o m  t h e  m a t u r e  o r t e t  a t  t h e  p h y s i o l o g i c a l  
p e r i o d  w h i c h  c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  m a x i m u m  l e v e l  o f  
j u v e n i l e  p o t e n t i a l i t i e s  ( B o n g a  1 9 8 7 ) .  T h u s ,  t h e  m i n i a -
t u r i z a t i o n  o f  t h e  e x p l a n t s  t h r o u g h  m e r i s t e m  c u l t u r e  i n ·  
v i t r o  a p p e a r s  a s  a n  a d v a n t a g e o u s  m e a n s  t o  c o u n t e r a c t  
t h e  p r e s u m e d  n e g a t i v e  e f f e c t s  o f  a  p h y s i o l o g i c a l l y  i n h i b -
i t o r y  e n v i r o n m e n t  i n  s i t u ,  t h a t  c o u l d  s u p p r e s s  t h e  p o s s i -
b i l i t y  f o r  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m  t o  e x p r e s s  i t s  i n n e r  j u v e -
n i l e  p o t e n t i a l i t i e s  a t  c e r t a i n  p e r i o d s  ( N o z e r a n  1 9 7 8 ,  
1 9 8 4 ) .  C a p a c i t i e s  f o r  v e g e t a t i v e  p r o p a g a t i o n  o f  t h e  e x -
p l a n t s  c o u l d  b e  l a r g e l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e i r  p h y s i o l o g i c a l  
1 1 4  
s t a t u s ,  w h i c h  i s  s u s c e p t i b l e  t o  f l u c t u a t i o n  d u r i n g  t h e  
t i m e  c o u r s e  a s  i l l u s t r a t e d  b y  v a r i a t i o n  i n  r o o t a b i l i t y  
( T a b .  1 ) ,  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  f o r  j u v e n i l e  m a t e r i a l  
( M o n t e u u i s  a n d  B o n  1 9 8 6 ,  M o n t e u u i s  e t  a l .  1 9 8 7 ) .  T h i s  
o c c u r r e n c e  o f  a  f a v o u r a b l e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  t o  e n s u r e  
t r u e  r e j u v e n a t i o n  f r o m  e x c i s e d  m e r i s t e m s  c o n v i n c e s  u s ,  
i n  a g r e e m e n t  w i t h  N o z e r a n  ( 1 9 7 8 , 1 9 8 4 )  a n d  B o n g a  
( 1 9 8 7 ) ,  t h a t  t h e  m i n i a t u r i z a t i o n  o f  t h e  e x p i a n t  s e e m s  t o  
b e  a  n e c e s s a r y  b u t  n o t  s u f f i c i e n t  c o n d i t i o n  t o  a c h i e v e  
r e j u v e n a t i o n .  
I n  c o n c l u s i o n ,  t h e  a i m  o f  t h e  p r e s e n t  p a p e r  w a s  t o  
d e m o n s t r a t e  t h a t  r e j u v e n a t i o n  f r o m  a  1 0 0 - y e a r - o l d  S e -
q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  w a s  a c h i e v e d  ( s e e  a l s o  t h e  r e l -
e v a n t  b i o c h e m i c a l  a r g u m e n t s  b y  B o n  a n d  M o n t e u u i s  
1 9 9 0 ) .  A d d i t i o n a l  i n v e s t i g a t i o n s  a r e  u n d e r w a y  t o  d e f i n e  
m o r e  p r e c i s e l y  t h e  a d v i s a b l e  t i m e  o f  r e m o v a l  o f  t h e  
m e r i s t e m s  f r o m  t h e  d o n o r  t r e e s ,  s o  t h a t  t h e  p h e n o m -
e n o n  m a y  b e  r e p r o d u c e d  w i t h  e n h a n c e d  s u c c e s s  r a t e s  
f o r  o t h e r  s p e c i e s .  T h e  o r g a n o g e n i c  c a p a c i t y  o f  t h e  r e j u -
v e n a t e d  l i n e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s i n g l e  m c r i s t c m  i s  s u f f i -
c i e n t l y  h i g h  t o  e n s u r c  l a r g e - s c a l e  t r u c - t o - t y p e  c l o n i n g  o f  
t h e  m a t u r e  s c l e c t c d  o r t e t .  
R e f e r e n c e s  
1 3 e k k a o u i .  F . .  F r a n c l e t .  A .  &  W a l k c r .  N .  1 9 8 5 .  C u l t u r e  i n  v i t r o  
t i c  m é r i s t è m e s  t i c  J o u g l a s  ù g é s  e t  j u v é n i l e s .  - A n n .  A f o c e l  
1 9 8 . J :  - 1 5 - 7 : l .  
B o n .  M .  C .  &  M o n t c u u i s .  O .  1 9 9 0 .  R e j u v c n a t i o n  o f  a  1 0 0 -
y c a r - o l d  S e q 1 1 o i a d l . ' 1 1 d r o 1 1  ! ( Î ! : ( l l l f < ' l l l l l  t h r o u g h  i n  v i t r o  m e r i s -
t c m  c u l t u r e .  1 1 .  1 3 i o c h c m i c a l  a r g u m e n t s .  - P h y s i n l .  P l a n t .  
8 1 :  1 1 6 - 1 2 0 .  
B o n g a .  J .  M .  1 9 8 2 .  Y e g e t a t i v c  p r o p a g a t i o n  i n  r e l a t i o n  t o  j u v c -
n i l i t y .  m a t u r i t y  a n d  r c j u v e n a t i o n .  - I l l  T i s s u e  C u l t u r e  i n  
F n r c s t r y ( J .  M .  1 3 o n g a a n t l  D . J .  D u r z a n . c t l s ) . p p . J X 7 - - l l 2 .  
M a r t i n u s  N i j h o f f / D r  W .  J u n k  P u b l i s h e r s .  T h e  H a g u e .  
I S l 3 N  9 0 - 2 - 1 7 - 2 6 6 0 - 3 .  
- 1 9 8 7 .  C l o n a i  p r o p a g a t i o n  o f  m a t u r e  t r e e s :  p r o h l c m s  a n d  
p o s s i b l e  s o l u t i o n s .  - I l l  C e l !  a n d  T i s s u e  C u l t u r e  i n  F o r e s t r y  
( J .  M .  B o n g a  a n d  D .  J .  D u r z a n ,  e d s ) ,  v o l  1 .  p p .  2 - 1 9 - 2 7 0 .  
M a r t i n u s  N i j h o f f  P u h l i s h c r s .  D o r d r e c h t .  I S B N  9 0 - 2 4 7 -
3 4 3 0 - 4 .  
F o u r c t ,  Y  . .  A r n a u d .  Y  . .  L a r r i c u .  C .  &  M i g i n i a c .  E .  1 9 8 6 .  
S e q u o i a  s e m p e r v i r e n s  a s  a n  i n  v i t r o  r e j u v c n a t i o n  m o d e l .  -
N .  Z .  J .  F o r .  S e i .  1 6 :  3 1 9 - 3 2 7 .  
F r a n c l c t ,  A .  1 9 8 5 .  R c j u v c n a t i o n :  t h e o r y  a n d  p r a c r i c a l  c x p c r i -
e n c e s  i n  c l o n a i  s y l v i c u l t u r e .  - / 1 1  C l o n a i  F o r e s t r y :  l t s  I m p a c t  
o n  T r e e  l m p r o v e m c n t  a n d  o u r  F u t u r e  F o r c s t s .  P r o c .  X I X  
M e e t i n g  o f  t h e  C a n a d i a n  T r e c  l m p r o v c m e n t  A s s o c i a t i o n .  
T o r o n ! O  1 9 8 3  ( L .  Z s u f f a .  R .  M .  R a u t c r  a n d  C .  W .  Y c a t -
m a n .  e d s ) .  v o l  2 .  p p .  9 6 - 1 3 4 .  C a n a d i a n  F o r c s t r y  S e r v i c e .  
O n t a r i o ,  I S B N  0 - 6 6 2 - 1 3 8 8 1 - 3 .  
- .  D e s t r e m a u ,  D .  X .  &  G u i n a u d e a u ,  F .  1 9 8 0 .  Q u e l q u e s  
e s p è c e s  m é c o n n u e s  . . .  :  l e  s é q u o i a  g é a n t .  - A f o c e l - A r m e f  
I n f o r m a t i o n s - F o r ê t  2 :  9 3 - 1 0 7 .  
K r e n k e ,  N .  P .  1 9 4 0 .  T h e  t h e o r y  o f  t h e  c y c l e  o f  s e n e s c e n c e  a n d  
r e j u v e n a t i o n  o f  p l a n t s  a n d  i t s  p r a c t i c a l  a p p l i c a t i o n s .  - P l a n t  
B r e e d .  A b s t r .  1 5 :  1- 1 3 5 .  
M a r g a r a ,  J .  1 9 8 2 .  B a s e s  d e  l a  m u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e .  I N R A .  
V e r s a i l l e s ,  F r a n c e .  I S B N  2 - 8 5 3 4 0 - 3 7 9 - 3 .  
M o n t e u u i s ,  O .  1 9 8 5 .  L a  m u l t i p l i c a t i o n  v é g é t a t i v e  d u  s é q u o i a  
g é a n t  e n  v u e  d u  c l o n a g e .  - A n n .  A f o c e l  1 9 8 4 :  1 3 9 - 1 7 1 .  
- 1 9 8 7 a .  l n  v i t r o  m e r i s t e m  c u l t u r e  o f  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  
S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m .  - T r e c  P h y s i o l .  3 :  2 6 5 - 2 7 2 .  
- 1 9 8 7 b .  P r o f i l s  m é r i s t é m a t i q u e s  d e  s é q u o i a s  g é a n t s  ( S e q u -
o i a d e n d r o n  g i g a 1 1 1 e u m  B u c h h o l z )  j e u n e s  e t  â g é s  d u r a n t  l e s  
P h y ; ; i o l .  P i a n i .  S I .  1 9 9 1  
stades de repos végétatif et de débourrement. - C. R . 
Acad . Sei . .105: 715-720. 
_ 1989. Analyses microscopiques de points végétatifs de Se-
q11oiade11dro11 giw1111e11111 jeunes et .îgés durant le repos 
végétatif et lors du débourrement. - Bull. Soc. Bot. Fr. 136: 
317-326. 
- & Bon. M . C. 1986. Microbouturage du séquoia géant. -
Ann . Afoccl 1985: 49-87. 
- & Gcndraud. M. 1987. Nuclcotidc and nucleic acid status in 
shoot tips from juvcnile and mature clones of Sequoia-
de11dro11 gig11111e11m during rcst and growth phases. - Trec 
Physiol. 3 : 257-263. 
- . Bon. M. C. & Berthon. J . Y . 1987. Micropropagation 
aspects of Seq11oiade11dro11 giga111e11111 juvenile and mature 
clones. - A:ta Hortic. 212: 489-497. 
Mullins. M . G . . Nair. Y . & Sampct. P. 1979. Rcjuvcnation in 
Edited by C. Il. Born man 
Physi~,I. Plant ~I . 199 1 
vitro: Induction of juvcnilc characters in an adult clone of 
Viti.1· l'i11ifera L. - Ann . Bot. 44: 623- 627. 
Nozcran. R. 1978. Réllcxions sur les enchaînements de fonc-
tionnement au cours du cycle des végétaux supérieurs. -
Bull. Soc. Bot. Fr. 125: 263-280. 
- 1984. lntcgration of organismal dcvclopment. - /11 Posi-
tional Controls in Plant Development (P. W. Barlow and 
D. J. Carr. cds) . pp. 375-401. Cambridge Univ. Press. 
ISBN 0-521-25406-X. 
Schaffalitzky de Muckadcll. M . 1959. Investigations on Aging 
of Apical Mcristems in Woody Plants and its Importance in 
Silviculturc. Kandrup and Wunsch's Bog.trykkcri. K~bcn-
havn. pp. 313-346. 
Zobcl. B. & Talbert. J. 1984. Applicd Forest Trec Improvc-
ment. - John Willey and Sons Inc .. New York . NY. pp. 
309-344 . lSBN 0-471-0%82-2. 
11 5 
PHYSIOLOGIA PLANTARUM 81: I 16-120. Copenhagen 1991 
Rejuvenation of a 100-year-old Sequoiadendron giganteum through 
in vitro meristem culture. II. Biochemical arguments 
Marie-Claude Bon and Olivier Monteuuis 
Introduction 
Bon , M . C. and Monteuuis, O . 1991 . Rejuvenation of a 100-year-old Seq11oiade11dron 
giganteum through in vitro meristem culture. 11. Biochemical arguments. - Physiol. 
Piani. 81: Il(rl20 . 
The phcnomena of phase change and rejuvcnation arc characterized mainly by 
morphologica l and physiological critcria. Thus far , biochemical assessmcnts have 
heen rclativcly limitcd . ln Seq11oiade11dro11 giga111c•11111. techniques of sodi um dodecyl 
sulphate-polyaerylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) and miniaturizcd two-
dimensional gel clectrophorcsis were applied to a meristem-derived line from a 
100-year-old trce to attest the basic origin of the resulting rejuvenation observed from 
morphological and organogenic standpoints in vitro as well as afler acclimation in 
outdoor conditions. The memhranc-associated protein J 16. which charactcrizes the 
juvenilc status was detec ted in hoth the juvenile control and the rejuvena ted line. 
while in the original mature form it was totally lacking. ln addition. two-dimensional 
electrophoretic analysis of protein .patterns of single meristems belonging to the 
mature and the rejuvenated form suggested that rejuvenation might involve a drastic 
modification of the protein content within the mcristem itsclf. 
Key 11•ords - Biochemica l markers. J 16. membrane fraction. mcristem. two-dimcn-
sional gel clectrophoresis. polypeptides. rcjuvcnation . Seq11oiadC'l1dro11 giga111e11111. 
M. C. 8011 (correspo11di11g 11111hor) and O. Mo111eu11is. A FOC EL. S1a1io11 de Biorl'Ch· 
110/ogies. Domaine de l"Erançon , F-77370 Nangis, France. 
The phenomenon of phase change and the hypothetic 
rejuvenation of woody plants have been extensively 
described, in respect mainly to morphological charac-
teristics and physiological manifestation (Bonga 1982. 
Hackett 1985). Much effort has been devoted recently 
to analyse the basic events underlying these features. 
The involvement in the maturation process of endoge-
nous plant growth regulators (Paton et al. 1970, Rogler 
and Hackett 1975, Y. Fouret 1987, Ph. D . Thesis , Univ. 
P. et M . Curie, Paris, France), phenolic compounds 
(Jay-Allemand 1988), or the pentose phosphate path-
way (Drouet et al. 1989) have been pointed out. In 
Sequoiadendron giganteum, Monteuuis and Gendraud 
( 1987) and Bon (1988a), respectively, reported on dif-
ferent ATP/NTP ratios in winter, and GTP and GDP 
contents in spring in juvenile and mature material. 
It has also been noticed that mesophyll cell walls of 
mature material contained more polysaccharides than 
those of young material (Monteuuis and Genestier 
1989). In view of previous research (Bon 1988b), it 
appeared that a membrane-bound polypeptide of 16 
kDa ('J 16') cou Id be identified as a reliable marker of 
juvenility for Sequoiadendron giganteum. 
Concurrently. use of meristem culture in vitro for 
true-to-type cloning of a mature 100-year-old Sequoia-
dendron giganteum gave rise to a very responsive plan-
tlet line that exhibited striking morphological and orga-
nogenic analogies with the juvenile plants used as con-
trai (Monteuuis 1990). These features prompted us to 
investigate this material biochemically in order to deter-
mine the basic origin of the hypothesized rejuvenation . 
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M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
P l a n t  m a t e r i a l  
T h e  e x p e r i m e n t a l  m a t e r i a l  o f  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n -
t e u m  B u c h h o l z  d e r i v e d  f r o m  M o n t e u u i s  ( 1 9 9 0 ) .  I l  c o n -
s i s t e d  o f  a  j u v e n i l e  c l o n e  a s  c o n t r o l ,  a  1 0 0 - y e a r - o l d  
m a t u r e  c l o n e ,  a n d  i t s  r e j u v e n a t e d  f i n e .  A l i  t h e  p l a n t s ,  
e x c e p t  t h e  m a t u r e  c l o n e  o b t a i n e d  b y  g r a f t s ,  o r i g i n a t e d  
f r o m  m e r i s t e m  c u l t u r e  u n d e r  t h e  s a m e  i n  v i t r o  c o n d i -
t i o n s .  
B i o . : h e m i c a l  m e t h o d s  
S a m p l e s  w e r e  c o l l e c t e d  d u r i n g  t h e  r e s t  p e r i o d  f r o m  t h e  
3  t y p e s  o f  p l a n t  m a t e r i a l  t h a t  h a d  b e e n  c u l t u r e d  u n d e r  
s i m i l a r  h o r t i c u l t u r a l  c o n d i t i o n s  s i n c e  t h e y  w e r e  a c c l i -
m a t e d  3  y e a r s  e a r l i e r  ( M o n t e u u i s  1 9 9 0 ) .  T e c h n i q u e s  o f  
S O S - P A G E  a n d  m i n i a t u r i z e d  2 0 - P A G E  i n v o l v e d ,  r e -
s p e c t i v e l y ,  4 0 0  m g  o f  a p i c e s  a n d  o n e  s i n g l e  a p i c a l  m e r i s -
t e m  f o r  e a c h  t y p e  o f  p l a n t  m a t e r i a l .  A l i  e x p e r i m e n t s  
w e r e  r e p e a t e d  a l  l e a s t  3  t i m e s  a t  w e c k l y  i n t e r v a l s .  
P r o t e i n  e x t r a c t i o n  a n d  S D S - P A G E  
S h o o t  a p i c e s  w i t h  s u r r o u n d i n g  y o u n g  c h l o r o p h y l l o u s  
l e a v e s  w e r e  r e m o v e d  a n d  g r o u n d  i n  a  m o r t a r  w i t h  a  
p e s t l e .  A  c r u d e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  w a s  o b t a i n e d  a s  
p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  b y  B o n  ( 1 9 8 8 b ) .  P r o t e i n  w a s  a s -
s a y e d  a c c o r d i n g  t o  B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 )  u s i n g  b o v i n e  s e r u m  
a l b u m i n e  a s  s t a n d a r d  i n  o r d e r  t o  l o a d  t h e  s a m e  p r o t e i n  
c o n c e n t r a t i o n  i n  e a c h  g e l  l a n e .  P r o t e i n s  o f  t h e  f r a c t i o n  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  m e m b r a n e - e n r i c h e d  p e l l e t  w e r e  
s e p a r a t e d  b y  S O S - P A G E  ( 1 2 %  r u n n i n g  g e l ,  4 %  s t a c k -
i n g  g e l )  a s  d e s c r i b e d  b y  L a e m m l i  ( 1 9 7 0 ) .  T h e  e l e c t r o -
p h o r e s i s  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 2 0  V  f o r  1 2  h  a n d  t h e  g e l  
s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e t h o d  a p p l i e d  b y  
B o n  ( 1 9 8 8 b ) .  
M i c r o  t w o - d i m e n s i o n a l  e l e c l r o p h o r e s i s  
F o r  e a c h  t w o - d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s ,  a  s i n g l e  m e -
r i s t e m  o f  2 0 0 - 3 0 0  µ m ,  c o n s i s t i n g  o f  t h e  a p i c a l  d o m e  a n d  
t h e  t w o  y o u n g e s t  p r i m o r d i a ,  w a s  r e m o v e d  a n d  t h e  p r o -
t e i n s  e x t r a c t e d  a c c o r d i n g  t o  B o n  ( 1 9 8 9 a ) .  T h e  p r o c e -
d u r e  f o r  t w o - d i m e n s i o n a l  e l e c t r o p h o r e s i s  w a s  a s  d e -
s c r i b e d  b y  B o n  ( 1 9 8 9 a ) .  l s o - e l e c t r i c  f o c u s i n g  i n  t h e  f i r s t  
d i m e n s i o n  w a s  p e r f o r m e d  w i t h  g e l s  c o m p o s e d  o f  3 . 7 8 %  
( w / v )  a c r y l a m i d e ,  0 . 2 2 %  ( w / v )  N  , N '  - m e t h y l e n e b i s a c r y -
l a m i d e ,  2 %  T r i t o n  X - 1 0 0 ,  9 . 2  M  u r e a  a n d  4 %  ( v / v )  
c a r r i e r  a m p h o l y t e s  ( 1 / 4  P h a r m a l y t e s  p H  5 . 0  t o  6 . 0  a n d  
3 / 4  p H  5 . 0  t o  8 . 0 )  a n d  c a r r i e d  o u t  f o r  5  0 0 0  V h .  S O S -
P A G E  i n  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w a s  o b t a i n e d  w i t h  t h e  
s y s t e m  o f  L a e m m l i  ( 1 9 7 0 ) ,  a n d  t h e  r e s u l t a n t  g e l s  s i l v e r -
s t a i n e d .  
P h y s i o l .  P l a n t .  8 1 .  19 9 1  
R e s u l t s  
M e m b r a n e  p r o t e i n  p a t t e r n s  
I n  o r d e r  t o  e s t i m a t e  t h e  b i o c h e m i c a l  c h a n g e s  u n d e r l y i n g  
t h e  r e j u v e n a t i o n  p r o c e s s ,  w e  p a r t i a l l y  p u r i f i e d  t h e  m e m -
b r a n e  f r a c t i o n .  S i n c e  p r e v i o u s  d a t a  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  
1 1 6  p r o t e i n  b e l o n g e d  t o  t h i s  f r a c t i o n ,  t h e  s a m e  e x t r a c -
t i o n  t e c h n i q u e  w a s  u s e d  a s  p r e v i o u s l y  r e p o r t e d  ( B o n  
1 9 8 8 b ) .  P o l y p e p t i d e s  f r o m  t h e  m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  
p r o t e i n s  w e r e  a l s o  s e p a r a t e d  b y  S O S - P A G E .  A  p r o t e i n  
b a n d  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  1 1 6  p r o t e i n  w a s  o b s e r v e d  i n  
t h e  j u v e n i l e  c l o n e  ( c o n t r o l )  a n d  i n  t h e  r e j u v e n a t e d  l i n e ,  
w h e r e a s  i t  w a s  n o t  d e t e c t e d  i n  t h e  o r i g i n a l  m a t u r e  f o r m  
( F i g .  1 ) .  
-
-
A  
B  
C  
k D a  
~ 9 4  
~ 6 7  
~ 4 3  
~ 3 0  
~ 2 0 . 1  
~ 1 4 . 4  
F i g .  1 .  S i l v e r - s t a i n e d  S O S - P A G E  p r o f i l e s  o f  m e m b r a n e - a s s o c i -
a t e d  p o l y p e p t i d e s  o f :  1 0 0 - y e a r - o l d  g e n o t y p e  ( A ) ,  t h e  s a m e  
g e n o t y p e  r e j u v e n a t e d  t h r o u g h  m e r i s t e m  c u l t u r e  ( B ) ,  a n d  t h e  
j u v e n i l e  c l o n e  u s e d  a s  c o n t r o l  ( C ) .  E q u a l  a m o u n t s  o f  p r o t e i n s  
w e r e  l o a d e d  i n  e a c h  g e l  l a n e .  T h e  ' J  1 6 '  p r o t e i n  i s  i n d i c a t e d  b y  
a r r o w h e a d s .  
1 1 7  
11 8 
Fig. 2. 2-D protein patterns 
obtained from a meristem 
belonging to the 100-year-old 
genotype (A). its rejuvenated 
meristem derived line (8) and 
the juvenile clone used as 
eontrol (C). Black arrowheads 
indicate spots present or more 
intense in (A) but absent or Jess 
intense in (8) . White 
arrowheads indicate spots 
absent or Jess intense in (A) as 
compared to (B ). 
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C o m p a r i s o n  o f  t w o - d i m e n s i o n a l  p r o l e i n  p a t t e r n s  i n  t h e  a p i c a l  
m e r i s t e m  
l n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  h y p o t h e t i c a l  i n O u e n c e  o f  t h e  
p h a s e  c h a n g e  w i t h i n  t h e  i n n e r  a p i c a l  m e r i s t e m  i t s e l f ,  
t w o - d i m e n s i o n a l  p r o t e i n  p a t t e r n s  o f  m e r i s t e m s  b e l o n g -
i n g  t o  t h e  o r i g i n a l  m a t u r e  f o r m  a n d  t o  t h e  r e j u v e n a t e d  
l i n e  w e r e  c o m p a r e d .  F o r  e a c h  c l o n e ,  t h e  p o l y p e p t i d e  
v a r i a t i o n  a m o n g  t h e  r e p l i c a t e s  w a s  e v a l u a t e d  t o  1 0 %  o f  
t h e  w h o l e  p o p u l a t i o n .  O n l y  p o l y p e p t i d e s  c o m m o n  t o  
t h e  3  r e p l i c a t e s  w e r e  t a k e n  i n t o  c o n s i d e r a t i o n  t o  a s s e s s  
t h e  c l o n a i  d i f f c r e n c e s .  
T h e  r c j u v c n a t e d  m a t u r e  c l o n e  d i s p l a y c d  a  f c w  m o r e  
s p o t s  t h a n  t h e  o r i g i n a l  1 0 0 - y e a r - o l d  c l o n e  ( F i g .  2 A  
a n d  B ) .  M o r c o v e r ,  t h e  p r o f i l e s  o b s c r v c d  r c v e a l e d  t h a t  
w i t h i n  a  m c r i s t e m  o f  t h e  r c j u v e n a t c d  l i n c .  1 0  s p o t s  
a p p e a r c d  a n d  1 2  i n c r c a s e d  i n  i n t c n s i t y  w h i l c  8  s p o t s  
d i s a p p c a r c d  a n d  7  d c c r c a s c d  i n  i n t e n s i t y  a s  c o m p a r c d  t o  
t h e  s a m c  g c n o t y p c  i n  t h e  o r i g i n a l  m a t u r e  f o r m .  M o s t  o f  
t h e  q u a l i t a t i v e  a n d  q u a n t i t a t i v e  d i f f e r c n c e s  ( i n  t c r m s  o f  
t h e  3 7  s p o t s  p r c v i o u s l y  d c s c r i b c d )  o b s e r v c d  b e t w e e n  t h e  
r e j u v c n a t e d  a n d  t h e  m a t u r e  f o n n  w c r c  a n a l o g o u ~  b e -
t w e c n  t h e  c o n t r o l  ( j u v c n i l c )  a n d  t h e  m a t u r e  c l o n e  
( F i g .  2 ( 3  a n d  C ) .  
D i s c u s s i o n  
11  i s  a n  a d v a n t a g e  i f  b a s i c  b i o c h e m i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  o f  
p h a s e  c h a n g e  p h e n o m c n a  a r e  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  s a m e  
g e n o t y p e .  l n  t h e  c a s e  o f  S e q 1 1 o i a d e 1 1 d r o 1 1  g i g a 1 1 1 e 1 1 1 1 1 .  a  
t r c e  t h a t  d o e s  n o t  p r o d u c c  · r e j u v e n a t e d '  s t u m p  s p r o u t s  
( B o n g a  1 9 8 2 .  J a y - A l l e m a n d  1 9 8 8 ) .  t h e  a v a i l a b i l i t y  o f  a  
r c j u v c r i a t e d  m e r i s t e m  d e r i v e d  l i n e  f r o m  a  1 0 0 - y c a r - o l d  
t r c e  m a k e s  t h i s  p o s s i b l e .  
T h e  m e m b r a n e - a s s o c i a t e d  1 6  k D a  p o l y p e p t i d e .  
t c r m e d  J  1 6  ( B o n  1 9 8 8 b . 1 9 8 9 b ) .  w a s  p r e s e n t  i n  t h e  j u v e -
n i l e  c o n t r o l  a n d  t h e  r e j u v e n a t e d  f o r m ,  b u t  n o t  i n  t h e  
o r i g i n a l  m a t u r e  c l o n e .  
I n  i v y ,  F u k a s a w a  ( 1 9 6 6 )  h a s  h i g h l i g h t c d  d i f f e r c n t  p r o -
t e i n  b a n d s  i n  c a l l u s  a c c o r d i n g  t o  t h e  a g e  o f  t h e  p l a n t .  
H o w e v e r ,  o n l y  a  f e w  d a t a  w e r e  r e l a t e d  t o  t h e  b i o c h e m -
i c a l  a s p e c t  o f  t h e  r e j u v e n a t i o n  p r o c e s s  ( Y .  F o u r e t  1 9 8 7 ,  
P h .  D .  T h e s i s ,  U n i v .  P .  e t  M .  C u r i e .  P a r i s ,  F r a n c e ,  
J a y - A l l e m a n d  1 9 8 8 ) .  A s  f a r  a s  w e  k n o w ,  t h i s  i s  t h e  f i r s t  
r e p o r t  o n  t h e  u s e  o f  a  p r o t e i n  t o  c o n f i r m  t h e  b i o c h e m -
i c a l  b a s i s  o f  t h e  r e j u v e n a t i o n  o b s e r v e d  i n  a  c o n i f e r ,  t h e  
o r g a n o g e n i c  a n d  m o r p h o l o g i c a l  a s p e c t s  o f  w h i c h  a r e  
d e s c r i b e d  e l s e w h e r e  ( M o n t e u u i s  1 9 9 0 ) .  T h e  p r e s e n c e  o f  
t h i s  p a r t i c u l a r  p r o t e i n  a p p e a r e d  t o  b e  i n d e p e n d e n t  o f  
t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t e  o f  t h e  r e j u v e n a t e d  m a t e r i a l .  S o  
f a r ,  n e i t h e r  t h e  n a t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  t h i s  m e m b r a n e -
a s s o c i a t e d  p o l y p e p t i d e  n o r  t h e  r e l e v a n t  f a c t o r s  i n v o l v e d  
i n  i n d u c t i o n  o r  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  r e j u v e n a t i o n  a s s o c i -
a t e d  g e n e  e x p r e s s i o n  a r e  k n o w n .  
l n  t h i s  c o n n e c t i o n ,  s e q u e n c e s  e n c o d i n g  t h e  c h l o r o -
p h y l l  a l b  b i n d i n g  p r o t e i n  o f  p h o t o s y s t e m  I I  a r e  d i f f e r -
e n t i a l l y  e x p r e s s e d  i n  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  t r e e s  o f  L a r i x  
( H u t c h i s o n  e t  a l .  1 9 8 9 ) .  H o w e v e r .  n o  i n f o r m a t i o n  e x i s t s  
P h y : - . , u l .  P l a n t .  8 1 .  1 9 9 1  
c o n c e r n i n g  t h e  i n c i d e n c e  o f  t h e  r e j u v e n a t i o n  o n  t h e  
e x p r e s s i o n  o f  t h e s e  s e q u e n c e s .  
A s  o b s e r v e d ,  t h e  r e v e r s i o n  f r o m  t h e  m a t u r e  t o  t h e  
j u v e n i l e  p h a s e  i n  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  i n v o l v e d  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o - d i m e n s i o n a l  
p r o t e i n  p a t t e r n s  o f  t h e  t w o  m a t e r i a l s  a t  t h e  l e v e l  o f  t h e  
a p i c a l  m e r i s t e m .  E a r l i e r ,  w e  ( B o n  a n d  M o n t e u u i s  1 9 8 7 )  
s h o w e d  t h a t  t h e  f o l i a r  d i m o r p h i s m  c o n s i d e r e d  a s  a  
m o r p h o l o g i c a l  m a r k e r  o f  p h a s e  c h a n g e  c o u l d  b e  a s s o c i -
a t e d  w i t h  s p e c i f i c  p o l y p e p t i d e s .  T h e  p r c s e n t  i n v e s t i g a -
t i o n  h a s  c o n f i r m c d  t h a t  s u c h  p o l y p e p t i d e s ,  c o n n c c t c d  
w i t h  m o r p h o l o g i c a l  a n d  o r g a n o g c n i c  r c j u v c n a t i o n ,  a r c  
f o u n d  i n  t h e  j u v e n i l e  c o n t r o l .  T h e  i d e n t i f i c a t i o n  o f  t h e  
p a t t e r n s  o f  p r o t e i n s  o f  t h e  r c j u v c n a t c d  l i n e  w i t h  t h o s c  
c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  j u v c n i l c  c o n t r o l  s u g g c s t c d  t h a t  
e x p r e s s i o n  o f  g c n c s  f o r  t h c s c  p o l y p e p t i d e s  m i g h t  b e  
i n v o l v c d  i n  t h e  r e j u v e n a t i o n  p h e n o m e n o n .  
A s  h y p o t h e s i z e d  b y  M o n t e u u i s  (  1 9 8 9  . 1 9 9 0 ) .  m i n i a -
t u r i z a t i o n  o f  t h e  e x p i a n t  a n d  t h e  a p p r o p r i a  l e  p h y s i o l o g -
i c a l  s t a g e  o f  r e m o v a l  s e c m  t o  b e  t w o  d c t e r m i n a n l  p a -
r a m e t e r s  i n  a c h i e v i n g  r c j u v c n a t i o n .  A l t h o u g h  r c j u v e n a -
t i o n  m a y  b e  a s s o c i a t e d  w i t h  a  s y n t h e s i s  o f  s o m c  
p a r t i c u l a r  p o l y p e p t i d e s ,  i t  i s  d i f f i c u l t  t o  a l l r i b u t c  s p e e i f i c  
p r o t e i n s  t o  c a c h  o f  t h c s e  t w o  p a r a m e t e r s .  
T o  c o n c l u d c ,  i n  a d d i t i o n  t o  o r g a n o g e n i c  a n d  m o r p h -
o l o g i c a l  e v i d e n c e .  i t  a p p c a r s  t h a t  t h e  r c j u v e n a t i o n  r e -
s u l t i n g  f r o m  t h e  m e r i s t e m  c u l t u r e  o f  a  1 0 0 - y c a r - o l d  g i -
a n t  s c q u o i a  i n v o l v e s  b i o c h e m i c a l  r e v e r s i o n s  t h a l  h a v e  
a n  u n d e n i a b l e  a n a l o g y  w i t h  t h a t  i n  j u , · e n i l e  m a t c r i a l .  
S u c h  f i n d i n g s  s e e m  t o  b e  o b v i o u s  a r g u m e n t s  t o  s u p p o r t  
t h e  b a s i c  o r i g i n  o f  t h e  p h e n o m e n o n .  
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MONTEUUIS, O., and DUMAS, E. 1992. Morphological features as indicators of maturity in acclimatized Pinus pinasta from 
different in vitro origins. Can. J. For. Res. 22: 1417-1421. 
Acclimatized Pinus pinaster Ait. plants originating from five different in vitro culture origins were compared morpholog-
ically. After one growing season in the greenhouse, the plants displayed the following order of maturity (from juvenile to 
mature) : (i) young seedlings; (ii) plants produced by adventitious budding from cotyledons; (iii) plants derived from 
micrografted meristems of 2-year-old seedlings; (iv) plants derived from micrografted meristems of a 13-year-old mature 
clone; and (v) plants derived from microcuttings of axillary shoots of the same 13-year-old mature clone. Plants derived from 
micrografts exhibited substantial variability with regard to morphological characteristics. This variability included some 
striking demonstrations of morphological rejuvenation among the mature clone micrografts which, on average, showed more 
juvenile traits than the microcuttings of the same clone. 
MONTEUUIS, O., et DUMAS, E. 1992. Morphological features as indicators of maturity in acclimatized Pinus pinaster from 
different in vitro origins. Can. J. For. Res. 22: 1417-1421. 
Cinq échantillons de vitroplants de Pinus [!inaster Ait. acclimatés ont été comparés, en fonction de leurs origines respec-
tives, sur base de critères morphologiques. A l'issue d ' une saison de végétation -en serre, le classement selon un degré de 
maturité croissant s'établit comme suit : (i) jeunes semis; (ii) tigelles iss ues de bourgeonnement adventif sur cotylédons; 
(iii) microgreffes de méristèmes de semis de 2 ans; (iv) microgreffes de méristèmes d ' un clone- mature âgé de 13 ans; 
(v) microboutures issues du bourgeonnement axillaire in vitro du même clone mature. Les microgreffes présentent dans 
l'ense mble une grande variabilité susceptible d'handicaper, pour certains critères d·analyse, la di scrimination en fonction de 
l'âge du matériel d 'origine. Cette hétérogénéité inclue des cas de rajeunissements morphologiques tout-à-fait spectaculaires 
au sein des microgreffes du clone mature qui, dans 1 'ensemble, présentent plus de caractères juvéniles que les microboutures 
du même clone à physionomie mature caractérisée. 
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Introduction 
Pinus pinaster Ait. must be considered as a major forest 
pecies, with increasing crop potential in many countries. In 
•rance, it is the most important conifer from the standpoint 
,f afforestation. As with other forest species, vegetative prop-
.gation may be of value as a means of improving the quality 
1f plantations (Chaperon 1980). But in practice, conventional 
·egetative propagation methods often fail in achieving true 
o type cloning of mature selected individuals (Rauter 1983). 
/arious in vitro propagation methods have been developed in 
,ur laboratory, including protocols for adventitious budding, 
neristem micrografting, and multiplication by axillary bud-
ling. In this paper, we assess the quality of plants from five 
,i vitro origins after acclimatization to ex vitro conditions. 
:pecial attention is given to the degree of maturity, which is 
n important factor in true to type cloning (Franclet 1983). 
1or this evaluation, we used morphological and morpho-
;enetic traits that are related to ontogenetical development 
Debazac 1963) and reflect aging of shoot apical meristems 
Schaffalitzky de Muckadell 1959; Hackett 1985; Monteuuis 
989). ln P. pinaster, as well as other pine species, juvenile 
,Iants are characterized by a continuous growth activity (free 
rowth), because the elongation of the shoot and the initiation 
f new vegetative structures occur simultaneously (Gaussen 
950; Thompson 1976). As seedlings age, there is more of 
polycyclism (Debazac 1963), indicating the end of the strictly 
juvenile period (Greenwood 1987). The frequency of flushes 
diminishes as trees become more mature (Alazard 1980; 
Greenwood 1984; Foster et al. 1987), and the total number 
of lateral branches also decreases (Bolstad and Libby 1982; 
Greenwood 1984; Struve and McKeand 1990). The morphol-
ogy of terminal buds also reflects the maturation phenome-
non. The open, leafy buds in younger seedlings gradually 
give way to scaly buds between flushes of shoot elongation as 
trees age (Fielding 1970; Kozlowski 1971; Sweet 1973). 
tendency toward successive flushes (Kozlowski 197 l) or 
1Present address: Centre technique forestier tropical, Yayasan Sabah, 
.O. Box 795 , 91008 Tawau, Sabah, Malaysia. 
foted in Canada/ Imprime! au Canada 
Needle characteristics are also closely related to maturation 
in Pinus. Juvenile and chlorophyllous primary needles appear 
during the first stages of development in young seedlings and 
become thicker, shorter, and less abundant, ultimately exhib-
iting scale or bractlike morphology as trees mature (Gaussen 
1950; de Ferré 1952; Kozlowski 1971). At this time, needle 
fascicles are produced, which become the main photosyn-
thetic organs of the tree (Gaussen 1950; Kozlowsk.i 1971; 
Thompson 1976). Additionally, primary leaf length has been 
considered an indicator of juvenility (Burdon and Bannister 
1985; Simons and Skidmore 1989) and also of capacity for 
vegetati ve propagation (Haines et al. 1989a, 1989b ). 
Materials and methods 
Origin of plant material 
Five types of P. pinaster plant material originating from the same 
provenance but derived from different expiant ages and in vitro methods 
were compared for their morphological characteristics: (i) 4-month-old 
secdlings grown i11 vitro using the same conditions as the rootstocks 
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D i s c u s s i o n  
A l t h o u g h  m i c r o p r o p a g a t i o n  o f  c o n i f e r s  h a s  b e e n  r a t h e r  
w i d e l y  s t u d i e d ,  r e s e a r c h  o n  t h e  f u r t h e r  d e v e l o p m e n t  o f  
m i c r o p r o p a g a t e d  p l a n t l e t s  a f t e r  t r a n s f e r  t o  e x  v i t r o  c o n d i t i o n s  
h a s  b e e n  l i m i t e d  l a r g e l y  t o  P i n u s  r a d i a t a  D .  D o n  ( F i e l d i n g  
1 9 7 0 )  a n d  P i n u s  t a e d a  L .  ( M c K e a n d  1 9 8 5 ;  F r a m p t o n  a n d  l s i k  
1 9 8 7 ) .  W e  c h o s e  t o  c a r r y  o u t  s u c h  i n v e s t i g a t i o n s  s o o n  a f t e r  
a c c l i m a t i z a t i o n  b e c a u s e  c h a n g e s  t h a t  a f f e c t  f u r t h e r  d e v e l o p -
m e n t  o f  i n  v i t r o  i s s u e d  p l a n t s  p l a c e d  i n  e x  v i t r o  c o n d i t i o n s  
c a n  o c c u r  r a p i d l y  a f t e r  t r a n s f e r  ( M c K e a n d  1 9 8 5 ;  F o u r e t  
1 9 8 7 ) .  l n  a d d i t i o n ,  f o r  o p e r a t i o n a l  p u r p o s e s ,  i n d i v i d u a l s  f o r  
s t o c k  p l a n t s  s h o u l d  b e  s e l e c t e d  a s  e a r l y  a s  p o s s i b l e .  
W e  u s e d  y o u n g  s e e d l i n g s  a s  a  j u v e n i l e  r e f e r e n c e ,  a s  h a s  
b e e n  d e s c r i b e d  b y  s e v e r a l  a u t h o r s  ( G a u s s e n  1 9 5 0 ;  d e  F e r r é  
1 9 5 2 ;  K o z l o w s k i  1 9 7 1 ;  T h o m p s o n  1 9 7 6 ) .  T h e  s e e d l i n g s  
w e r e  g r o w n  i n  v i t r o  t o  m i n i m i z e  d i f f e r e n c e s  w i t h  t h e  o t h e r  
p l a n t  t y p e s .  
C o n s i d e r i n g  a i l  t h e  v a r i o u s  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  
a n a l y s e d  w i t h  t h e i r  s i g n i f i c a n c e  i n  t e r m s  o f  i n d i c a t o r s  o f  
m a t u r i t y ,  t h e  c l a s s i f i c a t i o n  o f  t h e  m a t e r i a l  f r o m  j u v e n i l e  t o  
m a t u r e  w a s  ( i )  s e e d l i n g s  ( j u v e n i l e  c o n t r o l s ) ;  ( i i )  p l a n t s  
d e r i v e d  f r o m  a d v e n t i t i o u s  b u d s ;  ( i i i )  2 - y e a r - o l d  s e e d l i n g  
m i c r o g r a f t s ;  ( i v )  1 3 - y e a r - o l d  c l o n e  m i c r o g r a f t s ;  ( v )  1 3 - y e a r -
o l d  c l o n e  m i c r o c u t t i n g s .  T h i s  e v a l u a t i o n  c o u l d  b e  i m p r o v e d  
b y  w e i g h i n g  t h e  d i f f e r e n t  t r a i t s  a c c o r d i n g  t o  t h e i r  i m p o r t a n c e  
t o  d i s c r i m i n a t e  b e t w e e n  t h e  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  p h a s e s .  
T h e  f a c t  t h a t  p l a n t s  d e r i v e d  f r o m  a d v e n t i t i o u s  b u d s  
a p p e a r e d  m o r e  m a t u r e  t h a n  s e e d l i n g s  a g r e e s  w i t h  p r e v i o u s  
r e p o r t s  ( M c K e a n d  1 9 8 5 ;  F r a m p t o n  a n d  I s i k  1 9 8 7 ) .  T h i s  r e s u l t  
c o u l d  b e  d u e  t o  n o n o p t i m a l  i n  v i t r o  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  
( W i s n i e n s k i  e t  a l .  1 9 8 6 ;  F r a m p t o n  a n d  l s i k  1 9 8 7 ) ,  w h i c h  h a s  
b e e n  p o s t u l a t e d  t o  i n d u c e  f e a t u r e s  i n d i c a t i v e  o f  e a r l y  m a t u r a -
t i o n ,  f o r  i n s t a n c e  t h e  p l a g i o t r o p i c  h a b i t  i n  P s e u d o t s u g a  
m e n z i e s i i  ( M i r b . )  F r a n c o  ( G o l d f a r b  a n d  Z a e r r  I  9 8 9 ) .  
C o m p a r i s o n  o f  t h e  m a t e r i a l s  d e r i v e d  f r o m  m i c r o g r a f t s  w i t h  
t h o s e  d e r i v e d  f r o m  o t h e r  m i c r o p r o p a g a t i o n  t e c h n i q u e s  i s  p a r -
t i c u l a r l y  v a l u a b l e  b e c a u s e  t h i s  i s  t h e  f i r s t  t i m e  t o  o u r  k n o w l -
e d g e  t h a t  s u c h  a c c l i m a t i z e d  m i c r o g r a f t e d  p l a n t s  h a v e  b e e n  
a v a i l a b l e  i n  s u f f i c i e n t  n u m b e r s  t o  a l l o w  f o r  r e l i a b l e  e v a l u a -
t i o n s .  O n  a v e r a g e ,  t h e  m i c r o g r a f t s  w e r e  a s s e s s e d  t o  b e  m o r e  
m a t u r e  t h a n  b o t h  t h e  s e e d l i n g s  a n d  t h e  p l a n t s  o b t a i n e d  a d v e n -
t i t i o u s l y  f r o m  c o t y l e d o n s .  T h i s  m a y  b e  b e c a u s e  o f  t h e  a g e s  o f  
t h e  d o n o r  p l a n t s  f r o m  w h i c h  t h e  m e r i s t e m s  ( s c i o n s )  w e r e  
r e m o v e d ,  w h i c h  w e r e  2  a n d  1 3  y e a r s  o l d .  H o w e v e r ,  t h e  
m i c r o g r a f t s  a p p e a r e d  m o r e  j u v e n i l e  t h a n  t h e  m i c r o c u t t i n g s  
f r o m  t h e  s a m e  c l o n e  b y  m a n y  m o r p h o l o g i c a l  c r i t e r i a .  M o r e -
o v e r ,  t h e r e  w e r e  f e w  s i g n i f i c a n t  m o r p h o l o g i c a l  d i s t i n c t i o n s  
b e t w e e n  m i c r o g r a f t s  o f  m e r i s t e m s  t a k e n  f r o m  2 - a n d  1 3 - y e a r -
o l d  t r e e s .  T h e  d i f f e r e n c e s  t h a t  d i d  o c c u r  b e t w e e n  t h e s e  t w o  
o r i g i n s ,  f o r  e x a m p l e  b u d  t y p e  a n d  n u m b e r  o f  l a t e r a l  s h o o t s ,  
m a y  b e  d u e  i n  p a r t  t o  d i f f e r e n t  o r i g i n a l  p h y s i o l o g i c a l  s t a g e s  
o f  e x c i s e d  m e r i s t e m s  a t  t h e  t i m e  o f  r e m o v a l .  T h i s  f a c t o r  
w a s  f o u n d  t o  b e  c r i t i c a l ,  e s p e c i a l l y  f o r  m a t u r e  m e r i s t e m s  
( M o n t e u u i s  1 9 8 9 ) .  T h e  l o c a t i o n  o f  e x c i s e d  m e r i s t e m s  o n  t h e  
d o n o r  t r e e  m a y  a l s o  i n f l u e n c e  m e r i s t e m  b e h a v i o r  ( H a c k e t t  
1 9 8 5 ) .  T h e s e  f a c t o r s ,  t h e  v a r i a b l e  q u a l i t y  o f  t h e  g r a f t  c o n n e c -
t i o n ,  a n d  t h e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  o f  t h e  r o o t s t o c k s  m a y  h a v e  
c o n t r i b u t e d  t o  t h e  w i t h i n - c l a s s  v a r i a b i l i t y  o b s e r v e d  i n  b o t h  
t y p e s  o f  m i c r o g r a f t s ,  i n c l u d i n g  s o m e  m o r p h o l o g i c a l  r e j u v e -
n a t i o n  o c c u r r e n c e s  f o r  t h e  m a t u r e  c l o n e  m i c r o g r a f t s .  S u c h  
h y p o t h e s e s  d e s e r v e  f u r t h e r  s t u d y  i n  f u t u r e  r e s e a r c h  o n  m i c r o -
g r a f t i n g  a n d  o t h e r  m i c r o p r o p a g a t i o n  t e c h n i q u e s  f o r  c o n i f e r s .  
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Effect of Technique and Darkness on the Success of Meristem 
Micrografting of Picea abies 
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Abstract 
The possibility of micrografting in vitro shoot meristems 
of Picea abies were investigated on a 18 year-old Norway 
spruce clone. The rates of success were shown to be greatly 
influenced by the grafting technique used and by light, 
with a positive effect of a 2 to 3 week darkness period 
applied to the stocks just after they had been grafted. 
Average scores of more than 50% of success were obtained. 
However, substantial variability in terms of shoot expan-
sion among the grafted plants existed in vitro, as well as 
after transfer to ex-vitro conditions. 
Key words: micrografting, Picea abies, shoot meristem, technique, 
tissue culture, vegetative propagation. 
FDC: 165.442; 174.7 Picea abies. 
Introduction 
There is much interest in favor of micrografting as 
broadly reviewed by BuRGER (1984) and JoNARD (1986). 
With special regard to coniferous species, most of the work 
carried out in this field to date mentions the use of vege-
tative buds or shoot tips as scions (MrssoN and GroT-WIR-
GoT, 1985; TRANVAN and DAVID, 1985; EWALD et al., 1991; 
TRANVAN et al., 1991; HUANG et al. , 1992; PULLMAN and TIM-
MIS, 1992), but micrografting of shoot meristems has been 
restricted thus far to only a limited number of species 
(MONTEUUIS, 1986; DUMAS et al., 1989; GOLDFARB et al., 1993), 
despite the obvious benefits of miniaturizing the size of 
the grafted scion to the meristem. Meristem micrografting 
combines the advantages of grafting (CHAMPAGNAT, 1980), 
with those of meristem culture, still problematic in prac-
tice for mature conifers (PuLMANN and TIMMis, 1992) to 
which it can constitute a helpful substitute. The possibility 
of introducing into ·tissue culture conditions contamina-
tion-free explants through grafted meristems derived from 
mature genotypes, while stimulating the potential for 
cloning of such introduced selected plant material at the 
same time (FRANCLET, 1983; TRANVAN et al., 1991; HUANG et 
al., 1992) must be considered a major argument for this 
') Present address to where all the correspondence must be sent: 
CIRAD-Forêt/ICSB, P.O.Box 795, 91008 Tawau, Sabah, Malaysia 
Sllvae Genetlca 43, 2-3 (1994) 
technique. In addition, grafting meristematic tissues may 
help in reducing compatibility problems between the scion 
and the stock (LACHAl!D, 1975; MoonE, 1984; JONARD, 1986). 
The prospects of applying this attractive meristem 
micrografting technology to Norway spruce (Pi<:ea abies 
(L.) KARST.), a major forest species, were analysed and are 
reported in this paper. 
Material and Method 
Obtaining in vitro rootstocks 
The in vitro seedlings used as rootstocks were obtained 
from Picea abies seeds that were surface-sterilized by im-
mersion in 38 % hydrogen peroxide solution for 20 min, 
then rinsed 3 tirnes in sterile distilled water before being 
individually inoculated into glass test tubes (25 mm x 200 
mm) onto a 20 mm x 30 mm cellulosic "Sorbarod'' plug 
(Baumgartner Papier SA, Lausanne. Switzerland). These 
Sorbarods had previously been saturated with 5 ml of liquid 
medium consisting of MARGAnA (1977) macronutrients, 
MuRASHIGE and SKooG (1962) micronutrients diluted twice, 
20 g/1 sucrose and 10 g/1 activated charcoal, before being 
autoclaved at 120 °c for 20 min. 
The cultures were then maintained under a 16 h photo-
period with photon flux density for 110 µmol m-:t s-1 
provided by "Sylvania Cool White" fluorescent lamps 36 
W, and at 25/22 ± 2 °c, light/dark. Under these conditions, 
50 % to 70 % of seeds that germinated developed within 
2 to 3 months into young seedlings with fully expanded 
cotyledons and an elongating epicotyl that corresponded to 
the suitable stage to be grafted. 
Scion origin 
The apical meristems used as scions originated from 
vegetative buds produced by shoots of rooted cuttings of 
one AFOCEL superior clone of Norway spruce aged 18-
years since seed germination. These 3-year to 4-year-old 
rooted cuttings were intensively maintained cultivated 
and hedged in large containers in a greenhouse with min-
imum temperature of 10 °c and permanent additional 
lighting provided by high-pressure sodium lamps. 
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S e v e r a l  s a m p l e  c o l l e c t i o n s  w e r e  c a r r i e d  o u t  a t  d i f f e r e n t  
d a t e s  d u r i n g  t h e  y e a r .  
G r a f t i n g  t e c h n i q u e  
A n  s o o n  a s  c o l l e c t e d ,  t h e  b u d s  w i t h  a  s h o r t  p o r t i o n  o f  
s h o o t  u n d e r n e a t h  w e r e  d i p p e d  f o r  a  f e w  s e c o n d s  i n  a  7 0  %  
e t h a n o l  s o l u t i o n .  T h e  b u d s  w e r e  t h e n  d i s s e c t e d  a s e p t i c a l l y  
a n d  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m s  e x c i s e d  u n d e r  a  b i n o c u l a r  m i c -
r o s c o p e  u s i n g  a  c o l d  l i g h t  s o u r c e .  T h e  s i z e  o f  t h e  a p i c a l  
m e r i s t e m s  r a n g e d  f r o m  1 0 0  µ m  t o  2 5 0  µ m  i n  h e i g h t  a n d  
f r o m  2 0 0  µ m  t o  4 5 0  µ m  i n  w i d t h  d e p e n d i n g  o n  g r o w t h  
p h a s e  o f  t h e  s h o o t  a p e x  a t  t h e  t i m e  o f  r e m o v a l .  
T w o  d i f f e r e n t  m i c r o g r a f t i n g  t e c h n i q u e s  w e r e  c o m p a r e d  
( F i g u r e  1 ) :  ( a )  t h e  , , s i d e - g r a f t i n g ' '  o r i g i n a l l y  d e v e l o p e d  o n  
S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m  ( M o N T E U u r s ,  1 9 8 6 )  a n d  c o n s i s t i n g  
o f  i n s e r t i n g  t h e  e x c i s e d  m e r i s t e m  w i t h  a  s h o r t  w e d g e  o f  
u n d e r l y i n g  t i s s u e s  i n t o  a  2  m m  t o  3  m m  l o n g  v e r t i c a l  e u t  
m a d e  o n  t h e  e l o n g a t i n g  e p i c o t y l  o f  t h e  i n  v i t r o  s e e d l i n g  
u s e d  a s  r o o t s t o c k ;  ( b )  t h e  " t o p - g r a f t i n g "  a s  i n i t i a l l y  d e -
s c r i b e d  b y  N A v A R R O  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  a n d  c o n s i s t i n g  o f  p l a c i n g  
t h e  h o r i z o n t a l  e u t  s e c t i o n  o f  t h e  e x c i s e d  m e r i s t e m  o n t o  t h e  
t o p  e u t  s u r f a c e  o f  t h e  d e c a p i t a t e d  y o u n g  e p i c o t y l  o f  t h e  
i n  v i t r o  s e e d l i n g  r o o t s t o c k .  T h e  o v e r a l l  s i z e  o f  t h e  s c i o n  
d i d  n o t  e x c e e d  4 5 0  , , m  i n  w i d t h  a n d  2 5 0  µ m  i n  h e i g h t  o r  
5 0 0  .u m  w h e n  r e m o v e d  w i t h  t h e  b a s a l  w e d g e  ( s i d e - g r a f t i n g  
t e c h n i q u e ) .  
A s  s o o n  a s  g r a f t e d  f o r  b o t h  p r o c e d u r e s  h a l f  o f  t h e  r o o t -
s t o c k s  w e r e  p l a c e d  u n d e r  t h e  s a m e  e n v i r o n m e n t a l  c o n -
d i t i o n s  a s  f o r m e r l y  d e s c r i b e d ,  w h i l e  t h e  o t h e r  h a l f  w a s  
k e p t  f o r  2  t o  3  w e e k s  i n  d a r k n e s s  b e f o r e  b e i n g  t r a n s f e r r e d  
t o  t h e  s t a n d a r d  c o n d i t i o n s .  
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F i g u r e  1 .  - R e c e n t l y  m l c r o g r a f t e d  m e r i s t e m s  o f  P i c e a  a b i e s  
( a r r o w h e a d s )  i l l u s t r a t i n g  t h e  " s i d e - g r a f t i n g "  ( a )  a n d  t h e  " t o p -
g r a f t i n g "  ( b )  t e c h n i q u e s  d e s c r i b e d  i n  t h e  t e x t .  
F i g u r e  2 .  - E l o n g a t i n g  s c i o n  d e r i v i n g  f r o m  a  s i d e - g r a f t e d  m e r i s t e m  
a f t e r  t h e  r o o t s t o c k  e p i c o t y l  h a d  b e e n  e u t  b a c k  j u s t  a b o v e  t h e  g r a f t  
p o i n t .  
F i g u r e  3 .  - A c c l i m a t e d  P l c e a  a b l e s  m ! c r o g r a f t .  
T h e  s i d e s  o f  t h e  b a c k g r o u n d  s q u a r e s  a r e  1  c m  l o n g .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  d a r k n e s s  o n  g r a f t i n g  s u c c e s s  w a s  m : v t -
p r e c i s e l y  i n v e s t i g a t e d  b y  a p p l y i n g  t h e  s a m e  p r o t o c o l  t o  r h f '  
s i d e - g r a f t e d  p l a n t s  o n l y .  
G a r e  o f  t h e  g r a f t e d  p l a n t s  a n d  a c c l i m a t i z a t i o n  
E v e r y  2  t o  3  m o n t h s ,  a s  r e q u i r e d ,  2  m l  o f  t h e  s t e r i l i z e d  
l i q u i d  m e d i u m  w a s  p r o v i d e d  u n d e r  a s e p t i c  c o n d i t i o n s  t o  
t h e  g r a f t e d  r o o t s t o c k s  k e p t  c u l t i v a t e d  i n  t h e i r  o r i g i n a l  
t e s t  t u b e .  I n  a d d i t i o n ,  s o o n  a f t e r  t h e  s i d e - g r a f t e d  m e r i -
'fable 1. - Micrografting success scores for slde-graftlng and top-grafting techniques 
applled to shoot meristems removed at dlfferent dates !rom an 18-year-old Picea abies 
genotype. 
Dates of scion 
c o llection / grafting Side- grafting Top-grafting 
13-6-1989 
30-6-1989 
25-7-1989 
9-8-1989 
29-12-1039 
4/12 1/12 
6/12 0/10 
7/12 0/12 
8/ 12 2/12 
5/18 1/17 
·---- .. - ----·------·-·--·- ...... ·--·--- ----·-.. --.. --·--·-
Averace rate of succcss 30/66 4/63 
% ± S.D. 45 .5 ± 6. 1 6 .3 ± 3.0 
SD: standard deviation 
stem started new organogenesis demonstrating that con-
nection with the stock had occurred, the stock epicotyl 
was eut off just above the graft point (Figure 2). Also 
any axillary shoot produced by the stock, whatever the 
type of grafting would be systematically removed to avoid 
competition. 
Transfer of the grafted plants to the greenhouse was 
acnieved preferably in spring, by carefully removing the 
sorbarod by band before transplantation into a horticul-
tural peat-perlite (50:50, v/v) substrate watered with a 
fungicide solution and covered with a thin plastic film to 
maintain sufficiently high relative humidity. This plastic 
caver was progressively removed after 2 weeks to 4 weeks 
to get the grafted plants acclimatized (Figure 3). 
Results 
The rate of success, in terms of meristems exhibiting 
organogenic capacity after they had been micrografted, 
was shown to be strongly influenced by the technique 
used, the side-grafting giving rise to 45.5 % of positive 
responses against 6.3 % for the top-grafting technique 
(1 able 1, P < 0.001 as the result of the Chi-square test). 
The beneficial influence of placing the grafted in vitro 
seedlings for 2 weeks to 3 weeks in darkness immediately 
&fter grafting resulted in average success rates of 52.4 % 
as compared to 32.6 % for the control in standard lighting 
•;onditions (Table 2, P < 0.01, Chi- square test). 
However, it appears from table 1 and table 2 that the 
scores were susceptible to variation from one date of ex-
periment to another. 
Whatever the procedure used, the successful micrografts 
exhibited substantial variability in terms of further devel-
opment of the scion, from a resting scaly bud to an ac-
tively expanding juvenile-like shoot. Such noticeable vari-
ability was observed even for meristems removed at the 
same date from the mother plant. 
The grafted plants were acclimatized to ex-vitro con-
ditions without any serious problem. 
Discussion 
The success of meristem micrografting of Norway spruce 
was shown to be Jargely dependent on the procedure 
used. The side-grafting technique appeared to b~ more 
efficient. It required high dexterity from the manipulator. 
Ability to draw the rootstock seedling out of the tube to 
facilitate manipulations without damaging its root system 
was a determining_factor. This was possible thanks to the 
rod used as physical support. Furthermore, the better 
quality of the roots that developed in the "Sorbarod" made 
the transfer to the horticultural substrate easier. This 
allowed grafting onto juvenile seedlings, which can be 
considered more suitable than older material or unrooted 
microcuttings, giving higher rates of grafting success 
(MoNTEuurs and DuMAs, unpublished results) and especially 
in view of the aim to recover juvenile potentialities from 
the grafted meristem assuming a transfer of graft-trans-
missible juvenility promoting substances from the young 
seedling used as stock (CHAMPAGNAT, 1980; DOLE and 
WILKINS, 1991) . 
In contrast to Pinus pinaster (DUMAS et al., 1989), but in 
the same way as for Sequoiadendron giganteum (MoN-
TEuurs, 1986), the meristem had to be removed with a small 
wedge of underlying tissues to be inserted into the small 
eut previously made on the rootstock epicotyl to keep it in 
tight contact with the stock until the connection occured. 
The influence of these underlying tissues on the possibility 
of the grafted meristem to recover juvenile potentialities 
would require further analysis. But it seems logical to as-
sume that the tinier the scion, the more damaging the 
excision and the more limited the endogenous resources 
needed until the connection with the stock bas occurred 
thereby decreasing grafting success as demonstrated by 
NAVARRO et al. (1975) on Citrus, HUANG and MILLIKAN (1980) 
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T a b l e  2 .  - E f f e c t  o f  2  w e e k  p o s t - g r a f t l n g  d a r k n e s s  o n  t h e  s u c c e s s  s c o r e s  o f  m e r l s t e m  
s l d e - m l c r o g r a f t s  o f  a n  1 8  y e a r - o l d  P i c e a  a b i e s  g e n o t y p e  p e r f o r m e d  a t  d i f f e r e n t  d a t e s .  
O a 1 e : ;  o f  s e . : : : ; : ,  
S t a n d a r d  l i g h t i n g  
c c . I l e c ~ o n  /  c r a f ~ n ! )  
3 0 - c - 1 g : : : ; g  
2 5 - 7 - 1  s : : : ; g  
9 - 8 - 1 9 $ ' . )  
2 4 - 8 - 1 9 8 9  
1 1 - 9 - 1 9 8 9  
2 7 - 1 0 - 1 9 8 9  
2 3 - 1 1 - 1 9 8 9  
1 1 - 1 2 - 1 9 8 9  
2 0 - 1 2 - 1 9 8 9  
2 9 - 1 2 - 1 9 8 9  
A v : ? r a g e  r a t e  o f  s u c c e s s  
%  ±  S . O .  
S D :  s t a n d a r d  d e v i a t l o n  
o n  M a l u s ,  a n d  M o N T E U u i s  ( 1 9 8 7 )  o n  S e q u o i a d e n d . r o n  g i g a n -
t e u m .  T h i s  c o u l d  e x p l a i n  t h e  f a i l u r e  o f  t h e  m e r i s t e m s  t o p -
g r a f t e d  o n t o  t h e  d e c a p i t a t e d  s t o c k s ,  b e s i d e  a l s o  t h e  f a c t  
t h a t  t h e  c o n t a c t  b e t w e e n  t h e  t i s s u e s  o f  t h e  2  p a r t n e r s  
w e r e  n o t  a s  t i g h t  a s  f o r  t h e  s i d e - g r a f t i n g  m e t h o d .  
E n d o g e n o u s  g r o w t h  r e g u l a t o r s  h a v e  b e e n  s u p p o s e d  t o  
p l a y  a  k e y  r o l e  i n  g r a f t i n g  w i t h  s p e c i a l  r e f e r e n c e s  t o  a u x i n  
( S H I M O M U R A  a n d  F u z I H A R A ,  1 9 7 7 ;  M O O R E ,  1 9 8 4 )  w h i c h  i s  
k n o w n  t o  b e  s y n t h e t i z e d  i n  s h o o t  a p i c e s  a n d  d e g r a d e d  b y  
l i g h t .  T h i s  c o u l d  c o n s t i t u t e  a n  h y p o t h e s i s  i n  f a v o r  o f  t h e  
b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  p l a c i n g  t h e  g r a f t e d  p l a n t s  i n  d a r k -
n e s s .  i n  t h e  s a m e  w a y  a s  T R A N V A N  a n d  D A V I D  ( 1 9 8 5 )  a n d  
T R A N V A N  e t  a l .  ( 1 9 9 1 ) ,  a l l o w i n g  f o r  t h e  t i m e  n e e d e d  f o r  t h e  
c o n n e c t i o n  t o  o c c u r .  L i g h t  m a y  a l s o  a f f e c t  t h e  e x c i s e d  
m e r i s t e m  c a u s i n g  i r r e p a r a b l e  s t r e s s  a n d  p h o t o o x y d a t i o n  
r e a c t i o n s .  
T h e  s u b s t a n t i a l  i n t r a c l o n a l  v a r i a b i l i t y  o b s e r v e d  a m o n g  
t h e  s u c c e s s f u l  m i c r o g r a f t e d  p l a n t s  h a s  b e e n  r e p o r t e d  f o r  
o t h e r  s p e c i e s  w h e n  a p p l y i n g  t h e  s a m e  t e c h n o l o g y  ( M o N -
T E u u i s ,  1 9 8 6 ;  D U M A S  e t  a l . ,  1 9 8 9 ;  M O N T E U U I S  a n d  D U M A S ,  1 9 9 2 ) .  
I t  c a n  b e  c a u s e d  b y  s e v e r a l  f a c t o r s  s u c h  a s  t h e  v a r i a b l e  
a u a l i t y  o f  t h e  g r a f t  c o n n e c t i o n ,  t h e  g e n e t i c  d i v e r s i t y  o f  t h e  
s e e d l i n g s  u s e d  a s  r o o t s t o c k s  a n d  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  
o f  t h e  e x c i s e d  m e r i s t e m s  a t  t h e  t i m e  o f  i t s  r e m o v a l  t o  b e  
g r a f t e d .  T h i s  l a t t e r  p a r a m e t e r  i n  p a r t i c u l a r  s e e m s  w o r t h  
r e q u i r i n g  s p e c i a l  a t t e n t i o n  w i t h  a  v i e w  t o  r e m e d y i n g  t h i s  
u n d e s i r a b l e  v a r i a b i l i t y .  W e  d e l i b e r a t e l y  d e c i d e d  t o  c o n -
c e n t r a t e  o u r  e f f o r t s  o n  1  P i c e a  a b i e s  c l o n e  w i t h  t h e  p u r -
p o s e  o f  m i n i m i z i n g  t h i s  v a r i a b i l i t y ,  a t  l e a s t  f r o m  t h e  
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c o n d i t i o n s  
2 / 6  
3 / 6  
4 / 3  
7 / 1 1  
7 / 9  
4 / 8  
2 / 1 1  
0 / 1 2  
0 / 1 1  
0 / 9  
2 9 / 8 9  
3 2 . 6  ±  5 . 0  
O a r k n e s s  
4 / 6  
4 / 6  
4 / 6  
1 1  / 1 1  
4 / 7  
8 / 3  
( / 1 0  
0 1 1 :  
C f )  
5 / 9  
4  : ; : ~  
r - - =  5 . ' 1  
s t a n d p o i n t  o  f t h e  s c i o n  s o u r c e  g e n o t y p e .  A n o t h e r  f a c t o r  t h a t  
o b v i o u s l y  n e e d s  t o  a l s o  b e  c o n s i d e r e d  i s  t h e  i n f l u e n c e  o f  
t h e  i n  s i t u  l o c a t i o n  o f  t h e  s c i o n  w i t h i n  t h e  d o n o r  p l a n t .  
A d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t s  h a v e  h o w e v e r  e s t a b l i s h e d  t h a t  
t h i s  m e r i s t e m  m i c r o g r a f t i n g  t e c h n i q u e  c a n  b e  s u c c e s s f u l l y  
a p p l i e d  t o  o t h e r  g e n o t y p e s  o f  N o r w a y  s p r u c e  a n d  e v e n  
l i k e l y  t o  o t h e r  r e l a t e d  s p e c i e s .  
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Rooting Acacia mangium Cuttings: Effects of Age, Within-Shoot 
Position and Auxin Treatment 
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(Received 21st February 1994) 
Summary 
The possibilities of vegetatively propagating Acacia 
mangium through rooted cuttings were examined, focusing 
on 3 main factors, namely: (i) the age of the donor plant, 
comparing 6-month-old seedlings to sprouts from a matu;:-e 
stump, (ii) the original within-shoot position of the 
cutting before collection and (iii) the auxin treatment ap-
plied to the cuttings. These 3 factors were shown to in-
fluence greatly the capacity of the cuttings for rooting. 
The best scores in terms of rooting rates were obtained 
for the plant material collected from (i) the seedlings, (ii) 
the upper part of the shoot close to the terminal bud and 
(iii) when tre::ited with auxin. The only interaction con-
firmed by statistical tests was between the age of the 
donor plant and the auxin treatment, with a greater auxin 
induced increment of the rooting rates for the cuttings 
from seedlings. 
The results obtained tend to demonstrate that, although 
capable of improvement by optimizing the investigated 
factors, the potential of Acacia mangium to be propagated 
by rooted cuttings remains rather limited, especially when 
starting from mature material. 
Key word.s: Acacia mangium, adventitious rooting, auxln, cuttlngs, 
maturation, vegetative propagation, within-shoot posi-
tion. 
FDC: 165.44: 161.4; 232.5; 176.l Acacia mangium. 
Introduction 
Acacia mangium WILLD., an arborescent species belonging 
to Leguminosae (Mimosoideae), is nativeto northern Austra-
lia (Queensland), western parts of Papua New Guinea and 
eastern provinces of Indonesia (Irian Jaya and Maluku) 
from sea level up to 720 m (GuNN and MIDGLEY, 1991). It 
Silvae Genetica 43, 4 (1994) 
has been recognized as a valuable forest tree species since 
its initial introduction into Sabah (Malaysia) in 1966, where 
it has been demonstrated to thrive quite well, even on 
very acid and infertile soils whose fertility can be restored 
thanks to its natural nitrogen fixing ability. In such poor 
but rather frequent site conditions, it has been shown to 
outperform all the other fast growing forest tree species, 
especially in situations of proliferating weeds with which 
it competes successfully. The early vigorous growth of 
this short-lived pioneer enables it to reach commonly 
20 m to 25 m in height within 10 years to 15 years in 
Sabah, with a wood production averaging 25 m 3/ha/year to 
30 m 3/ha/year, despite the mediocre genetic value of the 
material planted so far (SIM, 1986). Owing to this re-
markable potential, which accounts for the establishment 
of industrial plantations all over South-East Asia mainly 
for pulpwood production, it appears obvious as a matter 
of urgency to concentrate efforts on tree improvement of 
A. mangium with a view of improving the genetic quality 
of the planting stock. Progress in that field is just begin-
ning and althuugh simple breeding strategies based on 
sexual propagation seem objectively well adapted to the 
situation (MoNTEuurs and NAsr, 1992), the vegetative prop-
agation option is also worth special attention. Theoretically, 
it can be used _ for mass "bulk" vegetative propagation of 
a restricted number of juvenile genotypes of presumably 
high genetic value - derived for example from controlled 
pollinations - (WoNG and HAINES, 1992), or for producing 
clones, either to establish clona! seed-orchards, or to 
develop clonal plantations, especially from genotypes se-
lected from clonai tests of advanced generation families 
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( H A I N E S  a n d  G R I F F I N ,  1 9 9 2 ) .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  h i g h l y  
d e s i r a b l e  i n  t h e o r y ,  t h e  p r o s p e c t s  o f  a p p l y i n g  v e g e t a t i v e  
p r o p a g a t i o n  t o  A .  m a n g i u m  a r e  d e p e n d e n t  o n  t h e  a b i l i t y  
o f  t h i s  s p e c i e s  t o  b e  p r o p a g a t e d  b y  r o o t e d  c u t t i n g s .  
S o  f a r ,  l i t t l e  i n f o r m a t i o n  i s  a v a i l a b l e  r e g a r d i n g  t h i s  
m a t t e r .  H o w e v e r ,  i t  a p p e a r s  f r o m  p r e v i o u s  s t u d i e s  ( D A R u s ,  
1 9 9 1 ;  H A I N E S  e t  a l . ,  1 9 9 1 )  t h a t  t h e  a g e  o f  t h e  p l a n t  m a t e r i a l  
i s  l i k e l y  t o  p l a y  a  d e t e r m i n i n g  r o l e ,  a s  w i t h  o t h e r  a r b o -
r e s c e n t  s p e c i e s  w h e r e  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  h a s  b e e n  
o b s e r v e d  t o  a c t  n e g a t i v e l y  o n  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  
r o o t i n g  ( B O N G A  1 9 8 2 :  H A C K E T T ,  1 9 8 8 ) .  A n o t h e r  f a c t o r  t h a t  
s h o u l d  w a r r a n t  s p e c i a l  c o n s i d e r a t i o n  a c c o r d i n g  t o  W o N G  
a n d  H A I N E S  ( 1 9 9 1 )  i s  t h e  i n i t i a l  p o s i t i o n  o f  t h e  c u t t i n g  
w i t h i n  t h e  s h o o t  o f  t h e  o r t e t  - t h e  d o n o r  p l a n t  i t  h a s  
b e e n  c o l l e c t e d  f r o m  - a n d  d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  t h e  
t e r m i n a l - s h o o t  c u t t i n g s  a n d  t h e  s i n g l e - n o d e  o n e s .  T h e  s a m e  
a u t h o r s  r e p o r t e d  a l s o  t h e  b e n e f i c i a l  e f f e c t  o f  t r e a t i n g  A .  
m a n g i u m  c u t t i n g s  w i t h  r o o t - p r o m o t i n g  e x o g e n o u s  s u b -
s t a n c e s ,  t h e  s o - c a l l e d  " a u x i n s " ,  s p e c i f i c a l l y  " S e r a d i x  3 " ,  
a l s o  u s e d  b y  D A R u s  ( 1 9 9 1 ) ,  t o  e n h a n c e  t h e  q u a n t i t y  a n d  
t h e  r a t e  o f  p r o d u c t i o n  o f  a d v e n t i t i o u s  r o o t s .  
T h e  i n f l u e n c e  a s  w e l l  a s  t h e  p o s s i b l e  i n t e r a c t i o n  o f  t h e s e  
t h r e e  f a c t o r s  o n  t h e  r o o t i n g  p o t e n t i a l  o f  A c a c i a  m a n g i u m  
s t e m  c u t t i n g s  h a v e  b e e n  a s s e s s e d .  
M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s  
S o f t w o o d  c u t t i n g s  o f  A .  m a n g i u m  u s e d  f o r  t h e  r o o t i n g  
e x p e r i m e n t s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  2  d i H e r e n t  d o n o r  p l a n t  
t y p e s :  
a .  m a i n  s t e m s  o f  6  m o n t h - o l d  s e e d l i n g s  c u l t i v a t e d  i n  t h e  
n u r s e r y ;  
b .  2  m o n t h - o l d  s p r n u t i n g  s h o o t s  e m e r g i n g  f r o m  t h e  s t u m p  
o f  a  6  y e a r - o l d  o r t e t  g r o w i n g  n e a r  t h e  n u r s e r y .  
T h e  a v e r a g e  s i z e  o f  t h e  c u t t i n g s  r a n g e d  b e t w e e n  6  c m  t o  
8  c m  i n  l e n g t h  a n d  3  m m  t o  5  m m  i n  d i a m e t e r .  E x c e p t  f o r  
t h e  t e r m i n a l - s h o o t  w i t h  i t s  a p i c a l  b u d ,  t h e y  c o n s i s t e d  o f  
o n e  s i n g l e  n o d e  p l u s  t h e  f u l l  i n t e r n o d e  u n d e r n e a t h .  A b o u t  
h a l f  o f  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p h y l l a d e s  - l e a f - l i k e  p e t i o l e s  -
w a s  r e m o v e d  i n  o r d e r  t o  l o w e r  e v a p o t r a n s p i r a t i o n  a n d  t o  
r e d u c e  w a t e r  s t r e s s  r i s k s .  
T h e  o r i g i n a l  p o s i t i o n  o f  e a c h  c u t t i n g  w i t h i n  t h e  s h o o t  
w a s  n o t e d  a c c o r d i n g  t o  a  b a s i p e t a l  n u m e r a t i o n ,  w i t h  t h e  
t e r m i n a l  s h o o t  c u t t i n g  a s  n u m b e r  1 ,  t h e  n o d a l  s e g m e n t  
c u t t i n g  j u s t  b e l o w  i t  a s  n u m b e r  2 ,  a n d  s o  o n  d o w n  t o  
n u m b e r  8 .  
H a l f  o f  t h e  c u t t i n g s  c o r r e s p o n d i n g  t o  e a c h  o f  t h e  d i f -
f e r e n t  o r i g i n s  u s e d  w e r e  t r e a t e d  w i t h  a u x i n  b y  d i p p i n g  
t h e i r  b a s e  i n t o  t h e  S e r a d i x  3  c o m m e r c i a l  p o w d e r  p r e p a r a -
t i o n  ( 0 . 8 %  o f  3 - i n d o l e b u t y r i c  a c i d  i n  t a l c ) ,  w h e r e a s  t h e  
r e m a i n i n g  h a l f  w a s  n o t  t r e a t e d  t o  s e r v e  a s  c o n t r o l .  
T h e  n e x t  s t e p  c o n s i s t e d  o f  i n s e r t i n g  a l l  t h e  c u t t i n g s  i n t o  
t h e  r o o t i n g  b e d s  f i l l e d  w i t h  w e t  s a n d  u s e d  a s  r o o t i n g  
s u b s t r a t e  a f t e r  i t  h a d  b e e n  b o i l e d  w i t h  a  v i e w  o f  r e d u c i n g  
d i s e a s e  r i s k s .  
T h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  a d o p t e d  c o r r e s p o n d e d  t o  a  f u l l  
f a c t o r i a l  o f  ( i )  t h e  a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t  ( 2  c l a s s e s ) ;  ( i i )  t h e  
w i t h i n - s h o o t  p o s i t i o n  o f  t h e  c u t t i n g s  ( 8  c l a s s e s )  a n d  ( i i i )  
t h e  a u x i n  t r e a t m e n t  ( 2  c l a s s e s ) ,  r e s u l t i n g  i n  a  t o t a l  o f  2  x  
8  x  2  =  3 2  c o m b i n a t i o n s ,  e a c h  b e i n g  r e p r e s e n t e d  b y  a n  
e x p e r i m e n t a l  p l o t  o f  1 0  t o t a l l y  r a n d o m i z e d  c u t t i n g s .  T h r e e  
c o r n p l e t e  b l a c k s  o f  t h i s  t y p e  w e r e  s e t  u p  a p p l y i n g  r i g o r -
o u s l y  t h e  s a m e  p r o c e d u r e  o n  t h e  f o l l o w i n g  d a t e s  a n d  u n d e r  
t h e  s a m e  e q u a t o r i a l  h u m i d  c l i m a t i c  c o n d i t i o n s :  
2 2 7  
- 1 s t  b l a c k  o n  t h e  2 4 t h  o f  A p r i l  1 9 9 2 ;  
- 2 n d  b l a c k  o n  t h e  2 2 n d  o f  M a y  1 9 9 2 ;  
- 3 r d  b l a c k  o n  t h e  2 3 r d  o f  J u n e  1 9 9 2 .  
T o  s u m  u p ,  t h e  w h o l e  e x p e r i m e n t  i n c l u d e d :  
1 0  x  2  x  8  x  2  x  3  =  9 6 0  c u t t i n g s .  
O n c e  s e t  i n t o  t h e  r o o t i n g  b e d ,  t h e  c u t t i n g s  w e r e  m a i n -
t a i n e d  u n d e r  a  5 0  %  s h a d e  w i t h  i n t e r m i t t e n t - m i s t  w a t e r  
s p r a y s  p r o v i d e d  b y  a  m i s t  s y s t e m ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  w h i c h  
w a s  c o n t r o l l e d  b y  t h e  " e l e c t r o n i c  l e a f "  s y s t e m  ( H A R T M A N N  
e t  a l . ,  1 9 9 0 )  t o  a v o i d  a n y  d e s i c c a t i o n  d a m a g e .  A q u e o u s  
f u n g i c i d e  s o l u t i o n s  - m a i n l y  T h y r a m  8 0 ,  5  g / 1  - w e r e  
s p r a y e d  o n  t h e  c u t t i n g s  o n c e  a  w e e k .  
A f t e r  a  r o o t i n g  p e r i o d  o f  2 . 5  m o n t h s  i n  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  
t h e  c u t t i n g s  w e r e  a s s e s s e d  b y  r e c o r d i n g  t h e  f o l l o w i n g  
c r i t e r i a :  
1 .  r o o t i n g  r a t e  f o r  c u t t i n g s  ( R R C ) ,  b a s e d  o n  t h e  1 0 - c u t t i n g  
p l o t s ;  
2 .  n u m b e r  o f  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  p e r  r o o t e d  c u t t i n g ;  
3 .  r o o t  s c o r e ,  d e f i n e d  a s  t h e  v a r i a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  3  
v a l u e s  c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  n u m b e r  o f  n e w f o r m e d  r o o t s  
i n  e a c h  a x i a l  t h i r d  o f  t h e  c r o s s - s e c t i o n a l  a r e a  o f  e a c h  
r o o t e d  c u t t i n g ;  t h u s ,  t h e  I o w e r  t h e  r o o t  s c o r e ,  t h e  m o r e  
e v e n  t h e  r o o t  d i s t r i b u t i o n  a r o u n d  t h e  c u t t i n g  a x i s ;  
4 .  l e n g t h  o f  t h e  l o n g e s t  r o o t  ( i n  c m )  p e r  r o o t e d  c u t t i n g .  
T h e  d a t a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  S A S  s t a t i s t i c a l  
p a c k a g e  ( S A S  I n s t i t u t e  I n c . ,  1 9 8 8 ) .  T h e  n u l !  h y p o t h e s e s  
w e r e  r e j e c t e d  w h e n  p r o b a b i l i t y  v a l u e  p s ; ;  0 . 0 5 0 .  T e s t s  f o r  
h o m o g e n e i t y  o f  v a r i a n c e  w e r e  p e r f o r m e d  u s i n g  B A R T L E T T
0
S  
t e s t  ( S N E O E C O R  a n d  C o C H R A N ,  1 9 5 7 )  a n d  L EVE N E' S  t e s t  ( T O M A ~ -
S O N E  e t  a l . ,  1 9 8 3 )  w h i c h  b a t h  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  c o m p u t e d  
v a r i a n c e s  o f  R R C  w e r e  n o t  h o m o g e n o u s  e n o u g h  w h e n  
r e f e r r i n g  t o  c l a s s e s  w i t h i n  e a c h  f a c t o r ,  e s p e c i a l l y  r e g a r d -
i n g  t h e  a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t  ( P  : : ; ;  r J . 0 0 1 ) .  F o r  t h i s  r e a s o n  
R R C  w a s  s u i t a b l y  r e p l a c e d  b y  A S R R C C  a c c o r d i n g  t o  t h e  
f o l l o w i n g  a n g u l a r  t r a n s f o r m a t i o n  ( S N E DE C O R  a n d  C o c H R A N ,  
1 9 5 7 ) :  A S R R C  =  2  a r c s i n  V R R C .  
T h e  e f f e c t s  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  A S R R C  
v a l u e s  w e r e  e v a l u a t e d  c a r r y i n g  o u t  a n  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  
a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  s t a t i s t i c a l  m o d e ! :  
Y i i k l  = µ + A i  + P i +  H k  +  B 1  +  ( A P ) i i  +  ( A H ) i k  +  
( P H ) i k  +  ( A P H )  i i k  +  E ï j k l  
w h e r e :  
y i i k l  
µ  
A i  
p j  
H k  
B 1  
( A P ) i i  
( A H ) ; k  
( P H ) i k  
( A P H ) i i k  
v a l u e  o f  A S R R C  o f  t h e  p l o t  s u b m i t t e d  t o  t h e  
i t b  l e v e l  o f  f a c t o r  a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t ,  j t h  
l e v e l  o f  f a c t o r  w i t h i n - s h o o t  p o s i t i o n ,  k t h  l e v e l  
o f  f a c t o r  a u x i n  i n .  t h e  } t h  b l a c k ;  
o v e r a l l  m e a n  o f  t h e  t r i a l ;  
e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t ,  
1  s ; ; i s ; : : 2 ;  
e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  w i t h i n - s h o o t  p o s i t i o n ,  
l ~ j ~ 8 ;  
e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  a u x i n ,  1  s ; ; k  : S : 2 ;  
e f f e c t  o f  b l a c k s ,  1 : : ; ; 1 ~ 3 ;  
e f f e c t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a g e  a n d  w i t h i n -
s h o o t  p o s i t i o n ;  
e f f e c t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a g e  a n d  a u x i n ;  
e f f e c t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  w i t h i n - s h o o t  p o s i -
t i o n  a n d  a u x i n ;  
e f f e c t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  o f  a g e ,  w i t h i n - s h o o t  
p o s i t i o n  a n d  a u x i n ;  
& . i i k l  =  r a n d o m  e r r o r .  
D e f i c i e n c y  i n  t h e  a b i l i t y  t o  f o r m  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  
r e s u l t e d  i n  a  l a r g e  n u m b e r  o f  m i s s i n g  v a l u e s  e s p e c i a l l y  
f o r  t h e  c u t t i n g s  t a k e n  f r o m  t h e  I o w e r  p o s i t i o n s  w i t h i n  t h e  
s h o o t .  F o r  t h i s  r e a s o n ,  t h e  s t a t i s t i c a l  a n a l y s e s  f o r  t h e  
Td:,!e l. - Mean values of the 4 characters assessed for each experimental factor investlgated . 
Letters distinguish means whlch are significantly different at the 5% level. Data ln . brackets 
v'ere not submitted ta the analyses of variance and covariance and must be considered as 
informative only. 
RR.Cl {%) lt> of 
plots6 
lt> of roots2 ScoreJ l.ength 4 {an) lt> of 
plots 
FACIŒS rrcan a5 
BLCXl( 
l 27.2 27.3 32 
2 28.8 29.4 32 
3 28.l 30.6 32 
rom PIJ\Nl' 
Seedlings 41.5 a 30.6 48 
Sturp 14.6 b 19.3 48 
WI'IHIN-SI-IDl' 
PŒITICN 
1 59.2 a 26.8 12 
2 45.0ab 26.1 12 
3 30.8bc 25.4 12 
4 22.5cd 21.8 12 
5 20.8cd 23.5 12 
6 22.5cd 33.l 12 
7 12.5 d 27.0 12 
8 10.8 d 13.8 12 
AUXIN 
Cootrol 17.5 a 23.7 48 
Seradix 3 38.5 b 29.9 48 
omwL 
so::EFS 28.0 28.8 96 
I: Rate ot rooted cuttings. 
2: Number of roots per rooted cutting. 
3: Root score. 
rœan 
2.3 
2.5 
2.1 
2.2 
2.4 
3.0 a 
2.0ab 
1.8 b 
(2.0) 
(2.3) 
(1.5) 
(2.1) 
(2.0) 
1.9 a 
2.7 b 
2.3 
4: Length of the longest root per rooted cutting. 
5: Standard deviation. 
a rœan (J rœan (J 
0.7 0.78 0.33 10.0ab 2.5 11 
1.4 0.85 0.45 11.7 a 3.1 12 
0.7 0.88 0.37 7.5 b 1.9 10 
1.0 0.88 0.26 9.7 2.4 18 
1.0 0.79 0.50 10.l 3.7 15 
1.0 0.60 0.32 9.5 2.0 12 
0.8 1.00 0.28 10.3 4.0 11 
0.7 0.94 0.41 9.9 3.1 10 
(1.2) (1.00) (0.37) (9.9) (2.9) (9) 
(0.9) (0.98) (0.27) (10.9) (2.7) (8) 
(0.9) (1.27) (0.25) (8.6) (2.6) (7) 
(0.4) (0.79) (0.19) (5.6) (1.6) (3) 
(O. 7) (0.79) (0.51) (8.1) (3.8) (6) 
O. 7 0.92 0.47 9.5 2.3 15 
1.0 0.77 0.50 10.2 3.6 18 
1.0 0.84 0.38 9.9 3.0 33 
6: Number of elementary plots; initially every elementary plot included 10-cuttings. 
three characters of the newly formed root system were 
performed only for the cuttings originating from the three 
upper within-shoot positions. The same analysis of vari-
ance model as for ASRRC was used for the number of 
adventitious roots and the length of the longest root, 
whilst the root score was submitted to an analysis of 
covariance with the number of roots as covariable due to 
the high correlation existing between these 2 variables. 
The relevant mode! was: 
Y1iikl = µ + Ai + Pi + Hk + B1 + (AP)ii + (AH)ik + 
(PH)jk + (APH) iik + fi (Xjjkl - X ... J + Ejjk} 
where ft, Ai, Pj, H ;, , B 1, (AP)u, (AH)ik• (PH)ik> (APH)'iik• 
&iikl as previously defined and in addition: 
fJ the true common slope of the regression lines; 
X iikl = root number value concomitant to Yiikl; 
X.. .. = overall average of the root number covariable. 
Treatment means were compared using STUDENT-NEw-
MAN and KEuLs test when in F-tests the null hypothesis 
was rejected (P :,:;; 0.05). 
PEARSON's correlation coefficients between the 4 variables, 
RRC being replaced by ASRRC, were calculated computing 
the data from plots including at least one rooted cutting, 
that is to say in 66 cases out of 96. 
Results 
G en eral outlines 
At the end of the 2.5 month rooting period, 269 cuttings 
were found rooted out of the total of 960 initially set, 
which corresponded to an overall rooting rate of 28 %. 
Among the unrooted cuttings, very few remained alive 
(15 out of 691). The highest rooting ratè of 80 % (24/30) 
over the 3 dates ("blacks") was obtained for cuttings 
originating from the second within-shoot position of the 
seedlings and treated with Seradix 3. The lowest rooting 
rates (0 %) corresponded in most cases to experimental 
combinations involving cuttings from the base of sprouts 
from the stump. Table 1 presents the mean values of the 
various characters assessed for each experimental factor. 
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t i n g s  ( R R C )  c o l l e c t e d  f r o m  y o u n g  s e e d l i n g s  ( " Y o u n g  s e e d . " )  a n d  a  
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dition more roots and lower root scores than cuttings taken 
from positions 2, 3, 4 and 6. 
3. Cuttings treated with Seradix 3 were shown to root 
better, producing more roots than the untreated ones. 
4. Seradix 3 was more effective on cuttings taken from 
seedlings than on those removed from stump sprouts, il-
lustrated in figure 2. 
Discussion 
The results obtained from this experiment established 
that the overall capacity fq.r adventitions root formation 
by Acacia mangium cuttin·gs could be significantly influ-
enced by 3 factors. 
The age of the donor plant has in fact been often re-
ported to act negatively on the ability of cuttings to form 
adventitious roots (BoNGA, 1982; HAcKETT, 1985). In Acacia 
mangium, negative maturation effects on the capacity of 
ortets to be vegetatively propagated through rooted cut-
tings seem to appear very early (DAnus, 1991). The experi-
ment r-eported here demonstrated that even sprouting 
shoots from a mature stump close to the root system, 
usually considered to be the most responsive plant ma-
terial (BoNGA, 1982; HACKETT, 1985), showed much lower 
rooting rates than juvenile 6-month-old seedlings. The lat-
ter exhibited a weaker overall potential for adventitious 
rooting than the 56-day-old Acacia mangium seedlings 
tested by WoNG (1989) in similar experimental conditions, 
which further demonstrates the negative influence of 
maturation on rooting ability, in agreement with the 
findings of HAI~Es et al. (1991). According to HACKETT 
(1988), the difference in terms of rooting rates established 
between the 6-month-old seedlings and the mature stump 
sprouts might be due to a deficiency in endogenous pro-
moters or an excess of inhibitors of adventitious root in-
duction in the mature plant material. This is supported by 
the fact that once rooted, the cuttings displayed similar 
root system characteristics, regardless of the age of the 
donor plant. Rooted cuttings of Acacia mangium seem to 
give rise to only a limited number of roots ranging from 
2 to 3 on average, even in the case of very young seedlings 
(WoNG, 1989). This could account for the strong correla-
tion found between the number of roots and the root score 
(Table 2). Further investigations are needed to check pos-
sible detrimental impact of so few adventitious roots on 
the quality of the plantations. 
Keeping in mind the growth regulator influences, it is 
not surprising that the cuttings from the top of the shoot, 
close to the terminal bud where endogenous auxin is 
assumed to be synthesized (CHAUSSAT and CouRouRoux, 1980; 
HARTMANN et al., 1990), demonstrated greater capacity for 
adventitious rooting than those from lower positions. This 
result however is not consistent with the observation on 
56-day-old Acacia mangium seedlings where nodal cuttings 
corresponding to positions 3 to 5 gave the best rooting 
rates (WoNG, 1989). In that latter case, it might be hypo-
thesized that extreme tenderness of the terminal shoot cut-
tings was responsible for early mortality due to irreparabl~ 
hydrie stress. Another hypothesis related to this within-
shoot basipetal decreasing gradient of rooting ability 
could be associated with anatomical and histological 
features. The newly formed tissues from the upper part 
of the shoot may be more prone to form adventitious roots 
than tissues from Iower parts of the shoot that are more 
differenti;,ted and ontogenetically aider, in which the cyl-
inder of sclerenchymatous cells reported by DARUS (1989) 
may constitute and obstacle to root formation and further 
development. 
The beneficial effect of treating the base of the cuttings 
with "Seradix 3", an exogenous auxin, to improve the 
rooting rate as well as the quality of the adventitious root 
system is in agreement with the observations of several 
authors (DARUS, 1989; WoNG, 1989). More interesting is the 
interaction between the auxin treatment and the age of the 
donor plant. Severa! hypotheses can be taken into con-
sideration, such as better receptivity of juvenile tissues to 
the synthetic auxin applied, or major differences between 
juvenile and mature plant material in endogenous factors 
involved in adventitious root formation, as reviewed by 
HACKETT (1988). 
Conclusion 
The results obtained in this experiment tend to confirm 
that the overall ability of Acacia mangium to be propagat-
ed by rooted cuttings remains rather limited, especially 
from mature selected ortets. Furthermore, mature selected 
Acacia mangium may fail to sprout from the stumps once 
they have been felled. This restricted potential for adven-
titious root formation has to be fully taken into cohsidera-
tion in tree improvement and development programmes 
for Acacia mangium. 
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[nfluence of phase change within a 90-year-old Sequoia sempervirens 
Dn its in vitro organogenic capacity and protein patterns 
\farie-Claude Bon*, Frédérique Riccardi, Olivier Monteuuis* 
\FOCEL. Station de Biotechnologies, Domaine de !'Etançon, F-77370 Nangis, France 
\.bstract. Shoot-tips collected from stump shoots at the 
Jase of a 90-year-old Sequoia sempervirens and from the 
:rown of the same donor tree were compared in respect of 
heir organogenic performance in in vitro conditions. The 
;ultures derived from stump shoots appeared to be much 
11ore responsive in terms of growth increment and ad-
;entitious rooting capacity - rooting rate, root length, 
iverage number of neoformed roots and root score - than 
;ultures derived from the crown, although considerable 
variation was observed in ail the organogenic criteria ex-
imined. The persisting topophysical differences in potential 
for in vitro organogenic and associated morphological traits 
;haracteristic of phase change were found to be connected 
with quantitative modifications of protein content. Thus, 23 
membrane-associated proteins with molecular weights 
ranging from 22 to 58 kDa appeared to be synthesized in 
greater abundance in the culture originating from the stump 
;hoots. 
Key words: Phase change - Protein - Sequoia sempervi-
rens - Tissue culture - Topophysical influence 
[ntroduction 
The ontogenetic development of woody plants from the 
juvenile to the mature phase is associated with a number of 
changes, as reflected by modification of morphology, such 
as leaf form, or the attainment of the flowering state 
(Franclet 1985; Hackett 1985). This general phenomenon 
* Present address: CIRAD-FORET / YAYASAN SABAH, P. O. Box 
60793, 91017 Tawau, Sabah, Malaysia 
Correspo11de11ce 10: O. Monteuuis 
has been referred to as "ontogenetical ageing" by Fortanier 
and Jonkers ( 1976), or as "phase change", which remains 
the most frequently used terminology (Brink 1962; Hackett 
1983, 1985; Wareing 1987). 
In arborescent species, it has been stated (Bonga 1982) 
that the basal parts close to the root system exhibit more 
juvenile characteristics than upper parts, which are 
chronologically younger, but appear older from the "on-
togenetical ageing" point of view (Hackett 1985). Such a 
gradient of increasing maturity from the bottom to the top 
of the tree (Fortanier and Jonkers 1976) is clearly demon-
strated in species capable of sprouting from the base of the 
trunk, where the stump shoots exhibit juvenile features that 
contrast with the mature characteristics of the shoots lo-
cated in the crown (Franclet 1985). 
The impact of phase change on intraclonal variability 
has been extensively reported (Hackett 1983), mostly from 
the standpoint of the negative effects of maturation on 
physiological abilities for true-to-type cloning, as mani-
fested by difficulties for adventitious rooting or plagio-
tropic growth habit of the shoots (Hackett 1985). However, 
so far little is known about the basic origin of such mani-
festations . 
Among the various endogenous compounds susceptible 
to such investigation, proteins have been · the subject of 
special attention, with studies of their quantitative and 
qualitative differences in relation to maturity in several 
species (Fukasawa 1966; Bon 1988 a; Bon and Monteuuis 
1991; Snowball et al. 1991; Huang et al. 1992). Particular 
reference has been made to the 16 kDa membrane-asso-
ciated protein called "Jl 6", which characterized juvenility 
and connected cloning ability in Sequoiadendron gigan-
teum (Bon 1988 b). This incited us to concentrate on 
polypeptides for investigating the phenomenon of phase 
change and its consequences in terms of organogenic ca-
pacity with regard to the location of the shoots within a 90-
year-old Sequoia sempervirens (D. Don) End!. This species 
was selected since: ( 1) it produces stump shoots; (2) phase 
change can be easily characterized by salient morphologi-
cal markers (Franclet 1985); and (3) it is one of the few 
conifers to react well to in vitro culture conditions. 
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M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
S h o o t  o r i g i n s  
T h e  S .  s e 1 1 1 p e n •i r e 1 1 s  f r o m  w h i c h  t h e  s h o o t s  w e r e  r e m o v e d  w a s  9 0  y e a r s  
o l d ,  a b o u t  3 0  m  i n  h e i g h t ,  a n d  g r o w i n g  a t  t h e  A r b o r e t u m  N a t i o n a l  d e s  
B a r r e s ,  N o g e n t - s u r - V e r n i s s o n ,  F r a n c e .  T h e  s h o o t s  c o n s i s t e d  o f  t h e  
t e r m i n a l  p a r t s  o f  0 . 2 - 0 . 8  m  l o n g  s t u m p  s h o o t s  a r i s i n g  n a t u r a l l y  f r o m  
t h e  b a s e  o f  t h e  t r e e ,  a n d  o f  s h o o t s  l o c a t e d  1 5  m  h i g h e r  i n  t h e  c r o w n .  
l n  v i t r o  c u l t u r e  p r o c e d u r e  
M a t e r i a l  f r o m  b o t h  o n g m s  w a s  s y s t e m a t i c a l l y  p a i r e d  d u r i n g  a i l  t h e  
c u l t u r e  p r o c e d u r e s .  C u l t u r e s  w e r e  i n i t i a t e d  u s i n g  0 . 5  c m  s h o o t - t i p s  i n  
a c c o r d a n c e  w i t h  V e r s c h o o r e - M a r t o u z e t  (  1 9 8 5 ) .  A t  t h e  t i m e  o f  t h e  e x -
p e r i m e n t s .  t h e  2 - c m - l o n g  m i c r o c u t t i n g s  c o n s i s t i n g  o f  t h e  u p p e r  p a r t  o f  
t h e  s h o o t  w i t h  i t s  t e r m i n a l  b u d  h a d  b e c n  s u b c u l t u r e d  f o r  2  y e a r s  a t  
2 - m o n t h  i n t e r v a l s  e x c l u s i v e l y  o n  t h e  e l o n g a t i o n  m e d i u m  ( E M )  t h a t  
d e r i v c d  f r o m  a  h a l f - s t r e n g t h  M u r a s h i g c  a n d  S k o o g  ( M S )  m e d i u m  
s u p p l e m e n t e < l  w i t h  2 0  g  1- 1  a c t i v a t c d  c h a r c o a l  ( B o u l a y  1 9 7 7 ;  F o u r e t  e t  
a l .  1 9 8 6 ) .  T h e  r o o t i n g  p r o c e < l u r e  w a s  < l e s c r i b e d  b y  F o u r e t  e t  a l .  (  1 9 8 6 ) :  
s h o o t - t i p s .  2  c m  l o n g .  w e r e  i n d u c e d  f o r  r h i z o g e n e s i s  f o r  I  w e e k  o n  a  
r o o t i n g  i n d u c t i o n  m e d i u m  ( R I M )  c o n t a i n i n g  5 . 1  Q - 5 M  N A A ,  t h e n  
t r a n s f e r r c d  f o r  6  w e e k s  l o  t h e  s a m e  m e d i u m  w i t h o u t  N A A ,  c a l l e d  
r o o t i n g  e l o n g a t i o n  m e d i u m  ( R E M ) .  A l i  t h e s e  m e d i a ,  e x c e p t  R I M ,  
l a c k e d  g r o w t h  r e g u l a t o r s .  T h e  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  u n d e r  a  1 6  h  
p h o t o p e r i o d  w i t h  a  l i g h t  i n t e n s i t y  o f  6 0 - 7 0  µ E m - 2 s - l  p r o v i d e d  b y  
· · M a z < l a - F l u o r  L u m i è r e  d u  J o u r · ·  t l u o r c s c e n t  l a m p s ,  e x c e p t  f o r  t h e  
r o o t i n g  p h a s e .  " ' h i c h  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  d a r k n e s s .  O t h e r  e x p e r i m e n t a l  
c o n d i t i o n s  w e r e  a c c o r < l i n g  t o  F o u r e t  e t  a l .  (  1 9 8 6 ) .  
E 1 • a / 1 1 a t i o 1 1  1 1 1 e 1 h o d s  o f  o r g a n o g e n i c  p o t e n t i a l i t y  
S h o o t  g r o w t h  \ \ ' a ,  e , · a l u a t e d  b y  m e a s u r i n g  s h o o t  i n c r e m e n l  a t  t h e  e n d  o f  
t h e  t h r e e  s u c c c s , i v e  2 - m o n t h  s u b c u l t u r e s  o n  E M  m e d i u m .  E a c h  s a m -
p l i n g  i 1 1 \  o l v e d  a t  k a s t  5 0  i n d i v i d u a l s .  C a p a c i t y  f o r  r h i z o g e n e s i s  w a s  
e x a m i n e d  a t  t h e  e n d  o f  t h e  6  w e e k s  o n  R E M .  A d d i t i o n a l l y  t o  t h e  p r o -
p o r t i o n  ( ' k )  o f  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g s .  t h e  f o l l o w i n g  t r a i t s  w e r e  r e c o r d e d  
f o r  e a c h  r o o t e d  e x p i a n t :  (  1 )  t o t a l  n u m b e r  o f  r o o t s ;  ( 2 )  m e a s u r e m e n t  o f  
t h e  l o n g e s t  r o o t :  ( 3 )  a  r o o t  s c o r e ,  w h i c h  p e r m i t s  t h e  q u a n t i t a t i v e  e v a l -
u a t i o n  o f  t h e  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  a d v e n t i t i o u s l y  n e o f o r m e d  r o o t s .  
T h i s  l a s t  c r i t e r i o n  w a s  a p p l i e d  a s  d e f i n e d  b y  S t r u v e  a n d  M c K e a n d  
(  1 9 9 0 ) :  · · d i v i d i n g  t h e  c r o s s - s e c t i o n a l  a r e a  o f  e a c h  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g  
b a s e  i n t o  q u a d r a n t s .  t h e  l o n g e s !  r o o t  i n  q u a d r a n t  I  w a s  a s s i g n e d  I  p o i n t  
t o w a r d  t h e  r o o t  s c o r e :  a n y  a d d i t i o n a l  r o o t s  i n  q u a d r a n t  I  w e r e  e a c h  
a s s i g n e d  0 . 2 5  p o i n t s .  w h e r e a s  t h o s e  i n  q u a d r a n t s  2  o r  4  w e r e  a s s i g n e d  
0 . 5  p o i n t s  a n d  t h o s e  i n  q u a d r a n t  3  w e r e  a s s i g n e d  0 . 7 5  p o i n t s " .  R o o t i n g  
e x p e r i m e n t s  w e r e  r e p e a t e d  4  l i m e s .  E a c h  d a t e  x  o r i g i n  c o m b i n a t i o n  
i n c l u d e d  2 0 - 3 0  e x p l a n t s .  
U s i n g  S A S  s o f t w a r e  ( S A S  1 9 8 7 ) ,  d a t a  w e r e  s u b j e c t e d  1 0  t h e  x _ 2 -
P e a r s o n  · s  t e s t  o r  t h e  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  t e s t  ( F  t e s t )  t o  d e t e r m i n e  
s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  ( P  <  0 . 0 5  l e v e l  o f  p r o b a b i l i t y )  a m o n g  t h e  
e x p e r i m e n t a l  t r e a t m e n t s .  
B i o c h e m i c a l  a s s a y s  
S a m p l e  p r e p a r a t i o 1 1  a n d  p r o t e i n  e x t r a c t i o 1 1 .  P r o t e i n  a n a l y s e s  w e r e  
c a r r i e d  o u t  o n  e l o n g a t i n g  m i c r o c u t t i n g s  o n  E M  m e d i u m  a t  t h e  e n d  o f  t h e  
t w o  2 - m o n t h  s u b c u l t u r e s .  F i v e  h u n d r e d  m i l l i g r a m s  ( f r e s h  w e i g h t )  o f  
e a c h  m a t e r i a l  o r i g i n .  c o r r e s p o n d i n g  t o  a n  a v e r a g e  o f  1 0  s h o o t s ,  w a s  
e x t r a c t e d  i n  t h e  f o l l o w i n g  c o o l e d  b u f f e r :  1 0 0  m M  T R I S - H C I  ( p H  8 . 2 ) ,  
1  m M  N a ]  E D T A .  2  m M  M g C h .  0 . 2 5  M  s u c r a s e ,  P - m e r c a p t o e t h a n o l  
1  %  a n d  5 0  µ g . m l -
1  
p h e n y l m e t h y l s u l p h o n y l  f l u o r i d e  ( P M S F ) .  T h e  h o -
m o g e n a t e  w a s  t h e n  f i l t e r e d  l h r o u g h  f o u r  l a y e r s  o f  c h e e s e c l o t h ,  c e n -
t r i f u g c d  a t  5 0 0 0  g  f o r  1 0  m i n  a n d  t h e  r e s u l t i n g  p e l l e t  d i s c a r d e d .  T h e  
s u p e r n a t a n t  w a s  c c n t r i f u g e d  a t  3 4 0 0 0  g  f o r  I  h  t o  o b t a i n  a  p e l l e t ,  w h i c h  
w a s  r i n s e d  w i t h  T R I S  b u f f e r  b e f o r e  b e i n g  c e n t r i f u g e d  a t  3 4 0 0 0  g  f o r  I  h .  
T h e  r e s u l t i n g  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  i n  T R I S  b u f f e r  c o n t a i n i n g  0 . 5 %  
d e o x y c h o l a t e ,  h o m o g e n i z e d  v i g o r o u s l y  a n d  s t o r e d  a t  4 ° C  o v e r n i g h t .  
T h e  h o m o g e n a t e  w a s  c e n t r i f u g e d  a t  3 4 0 0 0  g  f o r  I  h  l o  y i e l d  a  m i c r o -
s o m a l  p r o t e i n - e n r i c h e d  s u p e r n a t a n t .  P r o t e i n s  o f  t h i s  f r a c t i o n  w e r e  
q u a n t i f i e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  m e l h o d  o f  B r a d f o r d  ( 1 9 7 6 )  u s i n g  b o v i n e  
s e r u m  a l b u m i n  a s  t h e  s t a n d a r d .  T h i s  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n  w a s  l r e a t e d  
w i t h  c o o l e d  a c e t o n e  a n d  P - m e r c a p t o e t h a n o l  0 . 0 7 % ,  d r i e d  u n d e r  v a -
c u u m  b e f o r e  t h e  p r e c i p i t a t e d  p r o l e i n s  w e r e  s o l u b i l i z e d  a c c o r d i n g  t o  
G r a n i e r  a n d  d e  V i e n n e  (  1 9 8 6 )  i n  U K S  b u f f e r  c o n t a i n i n g  9 . 3  M  u r e a ,  
5  m M  K 2 C 0 3 ,  0 . 5 %  S D S ,  4 ' m  T r i t o n  X - 1 0 0  a n d  5 %  P - m e r c a p t o e t h a n o l .  
G e l  e l e c t r o p h o r e s i . 1 · .  T w o - d i m e n s i o n a l  s e p a r a t i o n  o f  p r o t e i n s  w a s  
a d a p t e d  f r o m  B o n  (  1 9 8 9 )  w i t h  t h e  f o l l o w i n g  m o d i f i c a t i o n s :  t h e  d i -
m e n s i o n s  o f  t h e  g l a s s  t u b e s  w e r e  2 0 0  m m  l o n g  a n d  I  m m  i n t e r n a i  d i -
a m e t e r ;  t h e  i s o e l e c t r i c  f o c u s i n g  w a s  c a r r i e d  o u t  a t  1 0 0 0 0  V  x  h ,  a n d  t h e  
g e l s  o f  t h e  s e c o n d  d i m e n s i o n  w e r e  r u n  a t  a  c o n s t a n t  c u r r e n t  o f  3 0  m A .  
P r o t e i n s  w e r c  s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  n i t r a t e  i n  a c c o r d a n c e  w i t h  B o n  
(  1 9 8 9 )  i m m e d i a t e l y  a f t e r  e l e c t r o p h o r e s i s .  
F o u r  g e l s .  t w o  f o r  e a c h  o f  t w o  c o n s e c u t i v e  s u b c u l t u r e s  o n  E M .  
w e r e  a n a l y s e < l  f o r  c a c h  o f  t h e  t w o  m a t e r i a l  o r i g i n s .  
R e s u l t s  
C a p a c i t y  f o r  o r g a n o g e n e s i s  
l t  a p p e a r s  f r o m  t h e  t h r e e  g r o w t h  e v a l u a t i o n s  ( F i g .  1  a )  t h a t  
t h e  m i c r o c u t t i n g s  f r o m  t h e  b a s a l  p a r t  o f  t h e  t r e e  ( s t u m p  
s h o o t s )  e x h i b i t e d  h i g h e r  g r o w t h  i n c r e m e n t  t h a n  t h o s e  f r o m  
t h e  c r o w n  ( 5 5 . 6  m m  v s  3 9 . 6  m m  o n  a v e r a g e ,  P  <  0 . 0 0 0 1  ) .  
G r o w t h  p e r f o r m a n c e s  i n  i n  v i t r o  c o n d i t i o n s  w e r e  f o u n d  t o  
b e  g r e a t l y  i n f l u e n c e d  b y  t i m e  c o u r s e  ( P  <  0 . 0 0 0 1  ) ,  w i t h  a  
s t r o n g  o r i g i n  x  d a t e  i n t e r a c t i o n  ( P  <  0 . 0 0 0 1  } ,  a s  r e f l e c t e d  
b y  m o r e  o r  l e s s  p r o n o u n c e d  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  t w o  
o r i g i n s  r e l a t i v e  t o  t h e  d a t e s .  C o n c u r r e n t l y ,  o r i g i n a l  m o r -
p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  p e r s i s t e d ,  w i t h  m u c h  m o r e  d e v e l o p e d  
l e a v e s  f o r  t h e  s t u m p  s h o o t s  t h a n  f r o m  t h e  c r o w n  ( F i g .  1  f ) .  
R e f e r r i n g  t o  t h e  a b i l i t y  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g ,  t h e  
b a s a l  p a r t  o f  t h e  t r e e  w a s  o v e r a l l  m o r e  r e s p o n s i v e  t h a n  t h e  
c r o w n  i n  t e r m s  o f  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g s  ( 7 5 %  v s  1 9 % ,  
P  < 0 . 0 0 1 ) ,  a s  w e l l  a s  w h e n  c o n s i d e r i n g  t h e  a v e r a g e  
n u m b e r  o f  r o o t s  p e r  r o o t e d  e x p i a n t  ( 3 . 6  v s  1 . 7 ,  P  =  0 . 0 0 6 ) ,  
t h e  a v e r a g e  m e a s u r e m e n t  o f  t h e  l o n g e s t  r o o t s  ( 5 4 . 4  m m  v s  
4 2 . 3  m m ,  P  =  0 . 0 I 5 1 )  a n d  t h e  a v e r a g e  r o o t  s c o r e  ( 2 . 3  v s  
1 . 3 ,  P  =  0 . 0 0 0 3 ) .  W h a t e v e r  t h e  t r a i t  e x a m i n e d ,  t h e  s c o r e s  
f o r  e a c h  o r i g i n  w e r e  s u s c e p t i b l e  t o  g r e a t  f l u c t u a t i o n s  r e l a t e d  
t o  t h e  d a t e  o f  t h e  e x p e r i m e n t  ( P  <  0 . 0 0 2 ) ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  
F i g .  l  b - e .  
P r o t e i n  p a t t e r n s  
T h e  t w o - d i m e n s i o n a l  p a t t e r n s  o f  t h e  m i c r o s o m a l  p r o t e i n  
f r a c t i o n  s h o w e d  t h a t  a b o u t  4 5 0  s p o t s  c o u l d  b e  r o u t i n e l y  
r e s o l v e d  f o r  e a c h  s h o o t  o r i g i n  ( F i g .  2 a - b ) ,  w i t h  q u a n t i t a -
t i v e  d i f f e r e n c e s  i n  r e l a t i v e  s p o t  s i z e  a n d  s t a i n i n g  i n t e n s i t y .  
F o r  t h e  f o l l o w i n g  r e s u l t s ,  o u r  a t t e n t i o n  w a s  f o c u s e d  o n  t h e  
s p o t s  s c o r e d  a s  v a r i a b l e  b e t w e e n  t h e  o r i g i n s  b u t  u n v a r i e d  
d u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e .  T h e  s p o t s  w h i c h  w e r e  s u s c e p t i b l e  t o  
d i f f e r  b e t w e e n  t h e  t w o  d a t e s  o f  c o l l e c t i o n  s h o u l d  b e  r e -
c o r d e d  i n  f u t u r e  e x p e r i m e n t s ,  w h e r e  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  
s u b c u l t u r e s  a r e  c o n s i d e r e d .  
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dates of experiments 
Three clusters of spots appeared in greater quantity in 
basai shoot origin than in the crown one (Fig. 2 a). The first 
cluster was constituted of proteins of apparent 55-58 000 
moiecuiar weight, approximately 33 000 molecular weight 
for those composing the second cluster, and reduced to 
22-24000 molecular weight for the third cluster. Proteins 
1-5 in the first cluster, 6-14 in the second cluster and 
15-23 in the third cluster were detected at high relative 
rates in the stump shoot origin as compared to the crown 
one. Whatever the date of collection examined for the basal 
origin, a subset composed of polypeptides 2, 3, 15, 16, and 
20-23 seemed the most representative of the protein dif-
ferences between the two origins (Fig. 2 b) . Our experi-
ments did not reveal any qualitative difference in terms of 
the presence or absence of polypeptides between the sam-
ples collected from the stump or from the crown. 
Discussion 
Fig. l.a-e Cmnparati,·e in vitro 
capacity an:rag.: <lata for <lifferent 
organogenic traits of microcullings 
from the base ( c:; ) an<l the crown ( • ) 
of a 90-year-old Seq11oia se111per-
vire11s; the two origins were system-
atically paired during ail culture 
procedures. Vertical bars represent 
confidence interval s at P = 0.05 level. 
f Morphological differences between 
the base (/eft) and the crown (righr) 
origins on the rooting expression 
medium (x 1) 
The reported results attest the salient influence of the in situ 
location of the shoots within the donor tree on their sub-
sequent potential for in vitro organogenesis in respect to 
shoot elongation and adventitious rooting ability, despite 
noticeable fluctuations during time course that might be 
due to endogenous rhythm effects (Champagnat et al. 
1986). The results support the hypothesis that in trees, the 
intensity of the maturation process is susceptible to vary 
according to an intra-individual zonation, which generally 
increases from the bottom to the top (Bonga 1982). Similar 
trends were observed by Sanchez and Yieitez ( 1991) with 
regard to in vitro performance of basal and crown shoots in 
mature chestnut. The morphological and organogenic dif-
ferences pointed out in our study were shown to have been 
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m a i n t a i n e d  f o r  2  y e a r s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  i n  v i t r o  c u l t u r e  
c o n d i t i o n s .  T h e  p e r s i s t e n c e  o f  t h i s  p h e n o m e n o n ,  w h i c h  w a s  
r e f e r r e d  t o  a s  t o p o p h y s i s  b y  D o d d  a n d  P o w e r  (  1 9 8 8 ) ,  a c -
c o u n t s  f o r  t h e  i n t r a - c l o n a l  v a r i a b i l i t y  s o  f r e q u e n t l y  n o t i c e d  
w h e n  a t t e m p t i n g  t o  c l o n e  m a t u r e  t r e e s .  
S t u d i e s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  s a m e  s p e c i e s  t o  
a s c e r t a i n  w h e t h e r  i t  i s  p o s s i b l e  t o  r e v e r s e  t h e  p h a s e  c h a n g e  
p h e n o m e n o n ,  e s p e c i a l l y  b y  s u b c u l t u r i n g  i n  v i t r o  t h e  e x -
p l a n t s  o n  c y t o k i n i n - e n r i c h e d  m e d i a  ( F o u r e t  e t  a l .  1 9 8 6 ) .  
T h i s  a c c o u n t e d  f o r  t h e  p o s i t i v e  e f f e c t  o f  e x o g e n o u s  c y t o -
k i n i n s  t o  r e v e r t ,  a t  l e a s t  t e m p o r a r i l y ,  s o m e  m a t u r e  t r a i t s ,  
a n d  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  h y p o t h e s i s  t h a t  t h e  b a s a l  p a r t  o f  
t r e e s  r e m a i n s  m o r e  j u v e n i l e  d u e  t o  n a t u r a l  r o o t - p r o d u c e d  
c y t o k i n i n s  ( V a n  S t a d e n  a n d  H a r t y  1 9 8 8 ) .  H o w e v e r ,  t h e  f a c t  
t h a t  t h e  p r e s u m e d  r e j u v e n a t i o n  d i d  n o t  p e r s i s t  o u t s i d e  o f  i t s  
s p e c i a l  e x p e r i m e n t a l  e n v i r o n m e n t  ( F o u r e t  1 9 8 7 )  i l l u s t r a t e d  
o n c e  m o r e  t h e  b a s i c  d e t e r r n i n i s m  o f  p h a s e  c h a n g e .  
T h e  t o p o p h y s i s  a s p e c t s  o b s e r v e d  w e r e  f o u n d  t o  b e  a s -
s o c i a t e d  w i t h  m o d i f i c a t i o n s  o f  t h e  m i c r o s o m a l  p r o t e i n  
f r a c t i o n  f o r  w h i c h  s o m e  p o l y p e p t i d e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  
m o r e  a b u n d a n t  i n  s t u m p  s h o o t  t i s s u e s  t h a t  w e r e  p r e s u m a b l y  
m o r e  j u v e n i l e .  I n  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m ,  t h e  r e -
j u v e n a t e d  l i n e  a s  w e l l  a s  t h e  j u v e n i l e  c o n t r o l  a l s o  e x h i b i t e d  
h i g h e r  o v e r a l l  p o l y p e p t i d e  c o n c e n t r a t i o n s  t h a n  t h e  o r i g i n a l  
m a t u r e  m a t e r i a l ,  w h i c h  w a s  m u c h  l e s s  r e s p o n s i v e  f o r  o r -
g a n o g e n e s i s  ( M o n t e u u i s  1 9 8 8 ) .  T h e  p r e v a i l i n g  t r e n d  
e m e r g i n g  f r o m  t h e  v a r i o u s  b u t  s t i l l  q u i t e  l i m i t e d  i n -
v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d  o u t  i n  t h i s  f i e l d  s o  f a r  i s  t h a t  p h a s e  
c h a n g e  i n v o l v e s  b o t h  q u a n t i t a t i v e  a n d  q u a l i t a t i v e  c h a n g e s ,  
i n  t e r r n s  o f  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  p o l y p e p t i d e s ,  i n  p r o t e i n  
c o n t e n t s  ( H u a n g  e t  a l .  L  9 9 2 ) ,  w i t h  a  s p e c i f i c  p r o t e i n  f o r  t h e  
m a t u r e  C i t r u s  ( S n o w b a l l  e t  a l .  1 9 9 1  ) ,  o r  w i t h  a  g r e a t e r  
n u m b e r  o f  s p o t s  i n  t h e  m o r e  j u v e n i l e  m a t e r i a l  ( B o n  a n d  
M o n t e u u i s  1 9 9 1  ) .  S p e c i a l  c a r e  h a s  t o  · b e  t a k e n  w h e n  e x -
- - - ~  
F i g .  2 .  S i l v e r - s t a i n e d  t w o - d i m e n s i o n a l  
g e l  o f  m i c r o s o m a l  p r o t e i n s  e x t r a c t e d  
f r o m  m i c r o c u t t i n g s  o r i g i n a t e d  f r o m  t h e  
c r o w n  ( a )  a n d  f r o m  t h e  b a s e  ( b )  o f  a  
9 0 - y e a r - o l d  S e q u o i a  s e 1 1 1 p e 1 1 1i r e m .  
l n  a ,  t h e  a r m l l ' . 1 ·  a n d  t h e  c o r r e s p o n d i n g  
1 1 1 1 1 1 1 / J e r s  i n d i c a t e  t h e  q u a n t i t a t i v e  
d i f f e r e n c e s  o f  p r o t e i n s  w i t h  t h e  b a s a l  
o r i g i n .  E i g h t  o f  t h e s e  2 3  d i f f e r e n t  
p r o t e i n s .  s i g n i f ï c a n t l y  i n  h i g h e r  a b u n -
d a n c e  i n  t h e  m i c r o c u u i n g s  o r i g i n a t e d  
f r o m  t h e  b a s e ,  a r e  i n d i c a t e d  i n  b  
a m i n i n g  g r a f t e d  m a t e r i a l .  a s  s h o w n  b y  B o n  a n d  M o n t e u u i s  
(  1 9 8 7 )  w o r k i n g  o n  s h o o t s  f r o m  g r a f t e d  m e r i s t e m s  c o l  l e c t e d  
f r o m  a  1 0 0 - y e a r - o l d  g i a n t  s e q u o i a ,  a n d  w h o  o b s e r v e d  a d -
d i t i o n a l  p o l y p e p t i d e s ,  e s p e c i a l l y  a c i d i c  o n e s ,  a n d  s o m e  
m o r e  a b u n d a n t  s p o t s  i n  t h e  s c i o n s  e x h i b i t i  n g  m a t u r e  t r a i t s  
a s  c o m p a r e d  t o  t h e  t e m p o r a r y  m o r p h o l o g i c a l l y  r e j u v e n a t e d  
o n e s .  A s  h y p o t h e s i z e d  b y  H u a n g  e t  a l .  (  1 9 9 2 )  g r a f t i n g  m a y  
i n v o l v e  t h e  t r a n s f e r  o f  s m a l l  m o l e c u l e s  f r o m  t h e  r o o t s t o c k  
t h a t  m i g h t  i n t e r f e r e  w i t h  t h e  s c i o n  p e p t i d e s .  I n  S .  g i g a n -
t e u m ,  t h e  f a c t  t h a t  s p e c i f i c  i m m u n o b l o t t i n g  a g a i n s t  " J  L  6 "  
p o l y p e p t i d e  r e v e a l e d  a  s e c o n d  b a n d  o n l y  i n  t i s s u e  e x t r a c t s  
f r o m  m e r i s t e m  g r a f t s  ( B o n  1 9 8 8 b )  t e n d s  t o  s u p p o r t  t h i s  
h y p o t h e s i s .  
A m o n g  t h e  2 3  m i c r o s o m a l  p r o t e i n s  w h i c h  a p p e a r e d  t o  
b e  m o r e  a b u n d a n t l y  s y n t h e s i z e d  i n  t h e  m a t e r i a l  f r o m  t h e  
b a s e ,  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  s o  f a r ,  h o w e v e r ,  d o  n o t  a l l o w  t h e  
i d e n t i f i c a t i o n  o f  a n y  o f  t h e m  t o  d i s t i n g u i s h  r e l i a b l y  b e t w e e n  
t h e  t w o  . .  t o p o c l o n e s " ,  a s  w a s  d o n e  w i t h  t h e  s o - c a l l e d  " J  1 6 "  
t o  d i f f e r e n t i a t e  b e t w e e n  t h e  j u v e n i l e  a n d  t h e  m a t u r e  s t a t u s  
i n  S .  g i g a 1 1 1 e 1 1 1 n  w h a t e v e r  t h e  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s  
( B o n  1 9 8 8  b  ) .  A l s o  f u r t h e r  i n v e s t i g a t i o n s  c a r r i e d  o u t  t o  
c o n s i d e r  s e p a r a t e l y  t h e  t o t a l  a n d  t h e  s o l u b l e  p r o t e i n  f r a c -
t i o n s  f a i l e d  t o  e s t a b l i s h  a n y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  
t h e  t w o  o r i g i n s .  A i l  t h e s e  p r o t e i n  f r a c t i o n s  w e r e  s h o w n  t o  
b e  i n f l u e n c e d  t o o  m u c h  b y  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  w h i c h  
f l u c t u a t e s  g r e a t l y  d u r i n g  t h e  t i m e  c o u r s e  f o r  e a c h  p l a n t  
m a t e r i a l  o r i g i n ,  a s  i l l u s t r a t e d  b y  t h e  r e p o r t e d  v a r i a t i o n s  o f  
o r g a n o g e n i c  c a p a c i t y .  T h i s  i s  t h e  r e a s o n  w h y  e m p h a s i s  w a s  
g i v e n  t o  t h e  m i c r o s o m a l  f r a c t i o n ,  s h o w n  t o  b e  l e s s  a f f e c t e d  
b y  u n c o n t r o l l e d  f l u c t u a t i o n s  o f  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s ,  a n d  
h e n c e  m o r e  r e l i a b l e  i n  t e r m s  o f  p h a s e  c h a n g e  i n d i c a t o r s .  
A d d i t i o n a l  e x p e r i m e n t s  a r e  n e e d e d ,  h o w e v e r ,  t o  o b t a i n  a  
b e t t e r  e v a l u a t i o n  o f  t h e  d a t e  i n t e r a c t i o n  o n  t h e  m i c r o s o m a l  
p r o t e i n  p a t t e r n s .  F l u c t u a t i n g  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  i s  i n d e e d  a  
disturbing parameter which needs to be fully taken into 
consideration when investigating phase change in trees 
(Monteuuis and Bon 1986), even for plant material from 
the same genotype. 
Lastly, the importance of carring out basic biochemical 
and molecular studies of phase change on plant material 
from the same genotype in order to avoid distorting geno-
typic interactions has to be emphasized. In that respect, 
Sequoia sempervirens with the coexistence within the same 
individual of juvenile and mature forms constitutes a good 
mode! to further our knowledge about the epigenetic basis 
of phase change. 
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In vitro rooting of micropropagated shoots from juvenile and mature Pinus 
pinaster explants: influence of activated charcoal 
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Abstract 
The ability for adventitious rooting of micropropagated shoots fromjuvenile and mature Pi nus pinaster Ait. explants 
was assessed in vitro on a rooting expression medium. The different rooting traits observed, namely the rooting 
rate, the number and the length of the adventitious roots, and the root score, were greatly influenced by the age of 
the donor plant: 98 % of juvenile explants rooted, while only 49% of mature explants did. Addition of activated 
charcoal in the rooting expression medium improved the overall rooting capacity of the mature explants to an 
average of 78%. Whatever the plant material, the number and the length of the adventitious roots, as well as the 
root score, fluctuated according to the sampling date. 
Abbreviations: BA - 6-benzyladenine, NAA - naphthaleneacetic acid, REM - rooting expression medium, RIM 
- rooting induction medium 
Introduction 
Although the benefits of using tissue culture for for-
est trees have been recognized for many years (Tim-
mis et al. 1987; Thorpe et al. 1991), the success of 
such methods are still highly dependent upon the abil-
ity to acclimatize the rooted micropropagated shoots 
(Mohammed & Vidaver 1988). This is particularly 
obvious for coniferous species, for which rooting of 
tissue culture-produced plantlets is still problematic, 
especially in the case of mature plant material (Thor-
pe & Biondi 1984), despite the good progress made 
in Pinus radiata (Horgan & Holland 1989). When 
cultivated in vitro, Pinus pinaster Ait., an economi-
cally important coniferous species for many temperate 
countries, reacts consistently with this tendency. Fur-
thermore, despite the fact that it has been possible to 
propagate mature selected clones in vitro by axillary 
shoots (Dumas 1987), rooting of the produced micro-
~uttings requires further improvement in order to take 
full advantage of this promising technology (Chaperon 
1991). 
Among the numerous substances available to 
improve in vitro rooting of micropropagated shoots 
(McCown 1988), activated charcoal deserves special 
consideration owing toits reported positive influence 
in stimulating the rooting potential of explants from 
various species and from pines in particular (Patel & 
Thorpe 1984 ). For this reason , activated charcoal was 
selected as a priority factor to analyze to what extent it 
could improve the in vitro rootability of juvenile and 
mature micropropagated shoots of Pinus pinaster. 
Materials and methods 
Plant material and in vitro culture conditions 
Pinus pinaster explants of two different ages were 
used. Explants of mature material were 2- to 3-cm-
long apical segments of elongating shoots from a 17-
%  
2 3 2  
y e a r - o l d  s u p e r i o r  g e n o t y p e  e s t a b l i s h e d  i n  v i t r o  u s i n g  
D u m a s '  ( 1 9 8 7 )  p r o c e d u r e .  E x p l a n t s  o f j u v e n i l e  m a t e -
r i a l  w e r e  f r o m  s e e d l i n g s  g e r m i n a t e d  i n  v i t r o  i n  a c c o r -
d a n c e  w i t h  D u m a s  e t  a l .  ( 1 9 8 9 ) .  T h e s e  t w o  e x p i a n t  
m a t e r i a l s ,  s y s t e m a t i c a l l y  p a i r e d  d u r i n g  a i l  c u l t u r e  p r o -
c e d u r e s ,  w e r e  p r o p a g a t e d  f o r  1  y e a r  w i t h  a l t e r n a t i n g  
s u b c u l t u r e s  o f  3  w e e k s  o n  m u l t i p l i c a t i o n  m e d i u m  w i t h  
1 0 -
5
M  B A  p l u s  5 . I 0 -
8
M  N A A  - a n d  1  m o n t h  o n  
a n  a c t i v a t e d  c h a r c o a l - e n r i c h e d  ( 2 0  g  1 -
1
)  e l o n g a t i o n  
m e d i u m . d e s c r i b e d  b y  D u m a s  (  1 9 8 7 ) .  M i c r o c u t t i n g s  3 -
t o  4 - c m - l o n g  w i t h  a n  a p i c a l  b u d ,  o b t a i n e d  f r o m  s h o o t s  
d e v e l o p e d  o n  t h e  e l o n g a t i o n  m e d i u m ,  w e r e  u s e d  f o r  
r o o t i n g .  T h e s e  m i c r o c u t t i n g s  w e r e  f i r s t  p l a c e d  o n  a  
r o o t i n g  i n d u c t i o n  m e d i u m  ( R I M )  d e r i v e d  f r o m  R a n c i l -
l a c  e t  a l .  (  1 9 8 2 )  t h a t  c o n s i s t e d  o f  f u l l - s t r e n g t h  R i s s e r  &  
W h i t e  ( 1 9 6 4 - )  m a c r o n u t r i e n t s ,  h a l f - s t r e n g t h  M u r a s h i g e  
a n d  S k o o g  ( 1 9 6 2 )  m i c r o n u t r i e n t s ,  5 0  m g  1 -
1  
m y o -
i n o s i t o l ,  2  m g  1 -
1  
g l y c i n e ,  1  m g  1-
1  
t h i a m i n e ,  1  m g  
1 -
1  
p y r i d o x i n e - H C I ,  1  m g  1-
1  
n i c o t i n i c  a c i d ,  J O  g  1 -
1  
s u c r o s e  a n d  5 . 4  µ M  N A A .  A f t e r  p H  a d j u s t m e n t  t o  5 . 5 -
5 . 6 ,  8  g  1-
1  
a g a r  ( K 2 6 7 ,  K a d o y a )  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  
m e d i u m  w a s  a u t o c l a v e d  a t  1 1 0  ° C  a n d  6 9  k P a  f o r  3 0  
m i n .  A f t e r  3  w e e k s ,  t h e  m i c r o c u t t i n g s  w e r e  t h e n  t r a n s -
f e r r e d  o n t o  a  r o o t i n g  e x p r e s s i o n  m e d i u m  ( R E M )  t h a t  
d i f f e r e d  f r o m  R I M  o n l y  f o r  s u c r o s e  c o n c e n t r a t i o n  ( 3 0 g  
1 -
1
)  a n d  i n  t o t a l l y  l a c k i n g  N A A .  T h e  i n f l u e n c e  o f  2 0 g  
1 -
1  
a c t i  v a t e d  c h a r c o a l  ( M e r c k  2 1 8 6 )  a d d e d  t o  R E M  o n  
t h e  r o o t i n g  c a p a c i t y  o f  t h e  e x p l a n t s  w a s  t e s t e d .  
A l i  t h e  c u l t u r e s  w e r e  p l a c e d  i n  g l a s s  t e s t  t u b e s  ( 2 5  
x  2 0 0  m m )  c o n t a i n i n g  2 0  m l  o f  c u l t u r e  m e d i u m  a n d  
c l o s e d  w i t h  " M a g e n t a "  p o l y p r o p y l e n e  c a p s  a n d  w e r e  
m a i n t a i n e d  u n d e r  a  1 6 - h  p h o t o p e r i o d  ( 1 2 0  µ m o l  m -
2  
ç
1
,  " S y l v a n i a  C o o l  W h i t e "  f l u o r e s c e n t  l a m p s  3 6  W )  
a t  2 5 / 2 2  ±  2  ° C  l i g h t / d a r k .  
E v a l u a t i o n  o f  r o o t i n g  a b i l i t y  
T h e  c a p a c i t y  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  o n  R E M  w a s  
e x a m i n e d  a t  t h e  e n d  o f  4  w e e k s .  I n  a d d i t i o n  t o  d e t e r -
m i n i n g  t h e  p e r c e n t  o f  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g s ,  t h e  f o l l o w -
i n g  t r a i t s  w e r e  a l s o  d e t e r m i n e d  f o r  e a c h  r o o t e d  m i c r o -
c u t t i n g :  
- t o t a l  n u m b e r  o f r o o t s  e m e r g i n g  f r o m  t h e  m i c r o c u t -
t i n g  b a s e ;  
- l e n g t h  o f  t h e  l o n g e s t  r o o t ;  
- q u a n t i t a t i v e l y  e v a l u a t i n g  t h e  s p a t i a l  d i s t r i b u t i o n  o f  
t h e  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  ( r o o t  s c o r e  a s  d e f i n e d  b y  
S t r u v e  &  M c K e a n d  1 9 9 0 ) .  
T h e  r o o t  s c o r e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  d i v i d i n g  t h e  c r o s s -
s e c t i o n a l  a r e a  o f  e a c h  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g  b a s e  i n t o  
q u a d r a n t s  a n d  a s s i g n i n g  t h e  l o n g e s t  r o o t  i n  q u a d r a n t  
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D a t e  o f  e x p e r i m e n t s  
F i g .  / .  P e r c e n i a g e s  o f  r o o t e d  m i c r o s h o o t s  f r o m  j u v e n i l e  ( J u v . )  a n d  
m a t u r e  ( M a t . )  P i n  u s  p ù w s r e r  e x p i a n t  s o u r c e s - - t e s t e d  a t  d i f f e r e n t  d a t e s  
i n  a b s e n c e  o r  i n  p r e s e n c e  (  +  A . C . )  o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  i n  a n  i n  v i t r o  
r o o t i n g  m e d i u m .  B a r  v a l u e s  w i t h  d i f f e r e n l  l e n e r s  i n d i c a t e  s i g n i f i c a n t  
d i f f e r e n c e s  a t  t h e  5 %  l e v e l .  
1  1  p o i n t  t o w a r d  t h e  r o o t  s c o r e .  A n y  a d d i t i o n a l  r o o t s  
i n  q u a d r a n t  1  w e r e  e a c h  a s s i g n e d  0 . 2 5  p o i n t ,  w h e r e a s  
t h o s e  i n  q u a d r a n t s  2  o r  4  w e r e  a s s i g n e d  0 . 5  p o i n t  a n d  
t h o s e  i n  q u a d r a n t  3  w e r e  a s s i g n e d  0 . 7 5  p o i n t .  
R o o t i n g  e x p e r i m e n t s  i n v o l v e d  2 4  m i c r o c u t t i n g s  f o r  
e a c h  o f  t h e  f o u r  e x p e r i m e n t a l  c o m b i n a t i o n s  t e s t e d  
( R E M  w i t h  o r  w i t h o u t  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  x  j u v e n i l e  
o r  m a t u r e  p l a n t  m a t e r i a l )  a n d  w e r e  r e p e a t e d  a t  t h r e e  
d i f f e r e n t  d a t e s .  
U s i n g  S A S  ( S A S  I n s t i t u t e ,  I n c .  1 9 8 7 ) ,  t h e  d a t a  
w e r e  s u b j e c t e d  t o  t h e  x
2
- P e a r s o n  ' s  t e s t  o r  t h e  a n a l y s i s  
o f  v a r i a n c e  t e s t  ( F  t e s t )  a n d  t o  T u k e y ' s  m u l t i p l e  c o m -
p a r i s o n  t e s t  t o  d e t e r m i n e  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a m o n g  
t h e  e x p e r i m e n t a l  t r e a t m e n t s  a t  p  =  0 . 0 5 .  
R e s u l t s  
R o o t i n g  r a t e s  
T h e  r o o t i n g  r a t e  s c o r e s  s u m m a r i z e d  i n  F i g .  1  w e r e  
s h o w n  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  a g e  o f  t h e  
e x p i a n t  m a t e r i a l  ( p  <  0 . 0 0 1 )  w i t h  h i g h e r  s c o r e s  f o r  t h e  
m i c r o s h o o t s  d e r i v e d  f r o m  t h e  j u v e n i l e  e x p l a n t s  ( 9 8 %  
v e r s u s  4 9 %  f o r  t h e  m a t u r e  c l o n e ,  o n  a v e r a g e ) .  A d d i t i o n  
o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  t o  R E M  r e s u l t e d  i n  a  r e m a r k a b l e  
( p  <  0 . 0 0 1 )  e n h a n c e m e n t  o f  t h e  r o o t i n g  p e r c e n t a g e  f o r  
t h e  m a t u r e  e x p i a n t  m a t e r i a l  ( a v e r a g e  r o o t i n g  r a t e s  o f  
7 8 %  v s  2 1  %  i n  a b s e n c e  o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l ) ,  w i t h  a  
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Fig. 2. Average number of adventitious roots produced by rooted 
microshoots from juvenile (Juv.) and mature (Mat.) Pi11us pirwsrer 
expiant sources tested at different dates in absence or in presence ( + 
A.C.) of activated charcoal in an in vitro rooting medium. Bar values 
with different letters indicate significant differences al th~ 5% level. 
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Fig. 3. Average length of the longes! adventitious root produced 
by rooted microshoots fromjuvenile (Juv.) and mature (Mat.) Pinus 
pinasrer expiant sources tested at different dates in absence or in 
presence ( + A.C.) of activated charcoal in an in vitro rooting medium. 
Bar values with different letters indicate significant differencès at the 
5% level. 
strongage x activatedcharcoal interaction (p < 0.001). 
The influence of the sarnpling date on the rooting rates 
was not significant. 
Number of roots 
As illustrated in Fig. 2, the rooted microshoots deri ved 
from the juveni le expiant material produced more roots 
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Fig . ./. Average root score (see text for definition) values obtained 
for rooted microshoots fromjuvenile (Juv.) and mature (Mat.) Pi11us 
pinasrer expiant sources tested at different dates in absence or in 
presence ( + A.C.) of activated charcoal in an in vitro rooting medium. 
Bar values with different letters indicate significant differences at the 
5% level. 
on average than the ones from mature explants (p < 
0.000 I ). However, more roots on the latter resulted 
in the presence of activated charcoal (p = 0.0064). 
The number of adventitious roots fonned varied (p 
= 0.0323) with the sampling date, especially for the 
juvenile expiant material (p = 0.0277). 
Length of the long est root 
The age of the explant material was shown to have 
a significant (p < 0.0001) effect on the length of the 
longest root produced, with higher scores for the juve-
nile explants. Microshoots rooted in the presence of 
activated charcoal also produced the longest roots (p 
< 0.0001), especially in the case ofthejuvenileexplant 
material (p = 0.0092). Root length was affected by the 
date of the experiment (p < 0.0001 ), with significant 
differences (p = 0.0450) depending on whether the 
rooting expression medium contained activated char-
coal or not (Fig. 3). 
Root score 
The quality of the root system derived from the juve-
nile expiant material as evaluated by the average root 
score (Fig. 4) was superior (p < 0.0001) to that of 
the mature expiant material, with marked differences 
(p = 0.0133) according to the sarnpling date. Further-
more, statistical analysis established that variations of 
2 3 4  
r o o t  s c o r e  f r o m  t h e  d a t e  o f  o n e  e x p e r i m e n t  t o  a n o t h -
e r  w a s  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  f o r  b o t h  t h e  j u v e n i l e  a n d  
t h e  m a t u r e  e x p i a n t  m a t e r i a l  ( p  =  0 . 0  l  2 6 ) .  A  s t r o n g  
i n t e r a c t i o n  ( p  =  0 . 0 0 4 5 )  b e t w e e n  t h e  a g e  o f  t h e  e x p i a n t  
m a t e r i a l  a n d  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  w a s  o b s e r v e d .  F u r t h e r -
m o r e ,  t h e  m a t u r e  e x p i a n t  m i c r o c u t t i n g s  r o o t e d  i n  t h e  
p r e s e n c e  o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  r e s u l t e d  i n  a n  i n c r e a s e  i n  
t h e  r o o t  s c o r e ,  w h i l s t  t h e  e f f e c t  w a s  n o t a s  w e l l  d e f i n e d  
f o r  t h e  j u v e n i l e  e x p i a n t  m a t e r i a l .  
D i s c u s s i o n  
T h e  f a c t  t h a t  t h e  j u v e n i l e  p l a n t  m a t e r i a l  ·  e x h i b i t e d  
a n  o v e r a l l  g r e a t e r  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  
t h a n  t h e  m a t u r e  c l o n e  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  m a n y  r e p o r t s  
e m p h a s i z i n g  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  m a t u r a t i o n  p r o -
c e s s  o n  t h e  c a p a c i t y  t o  f o r m  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  ( H a c k e t t  
1 9 8 8 ;  M o h a m m e d  &  V i d a v e r  1 9 8 8 ) .  I t  s h o u l d  b e  n o t -
e d ,  h o w e v e r  t h a t  t h e  j u v e n i l e  s t o c k  r o o t i n g  r a t e s  w e r e  
s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  b y  R a n c i l l a c  e t  a l .  (  1 9 8 2 )  
f o r  s h o o t s  d e r i v e d  f r o m  1 - m o n t h - o l d  P i n u s  p i n a s t e r  
s e e d l i n g s .  T h e  p r e s e n t  s t u d y  e s t a b l i s h e d  t h a t  r o o t i n g  
r a t e s ,  n u m b e r  o f  r o o t s ,  r o o t  l e n g t h  a n d  t h e  r o o t  s c o r e  
c o u l d  b e  a f f e c t e d  b y  t h e  s t a g e  o f  m a t u r i t y  o f  t h e  e x p i a n t  
s o u r c e .  C o n c o m i t a n t  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  w i t h  t h e  
s a m e  c o n d i t i o n s  a n d  i n v o l v i n g  e x p l a n t s  f r o m  d i f f e r -
e n t  m a t u r e  g e n o t y p e s  o f  P i n u s  p i n a s t e r  c o n f i r m e d  t h i s  
s a m e  t e n d e n c y ,  r a t h e r  t h a n  a n y  p a r t i c u l a r  g e n e t i c  e f f e c t  
( H a i s s i g  &  R i e m e n s c h n e i d e r  1 9 8 8 ) .  S i m i l a r  f i n d i n g s  
w e r e  o b s e r v e d  w i t h i n  a  9 0 - y e a r - o l d  S e q 1 1 o i a  s e m p e r -
v i r e n s  t r e e  b e t w e e n  s h o o t s  f r o m  t h e  b a s e  o f  t h e  o r t e t ,  
p h y s i o l o g i c a l l y  m o r e  j u v e n i l e ,  a n d  t h e  o n e s  f r o m  t h e  
c r o w n ,  w h i c h  w e r e  m o r e  m a t u r e  a n d  m u c h  l e s s  r e s p o n -
s i v e  t o  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  ( B o n  e t  a l .  1 9 9 4 ) .  Y a r i -
o u s  e n d o g e n o u s  f a c t o r s  p r e s u m e d  t o  b e  i n v o l v e d  i n  
r e d u c e d  r o o t i n g  c a p a c i t y  d u r i n g  m a t u r a t i o n  h a v e  b e e n  
r e v i e w e d  b y  H a c k e t t  (  1 9 8 8 )  w i t h  a d d i t i o n a l  d a t a  c u r -
r e n t l y  e x p e c t e d  f r o m  m o l e c u l a r  a p p r o a c h e s  ( G o l d f a r b  
e t  a l .  1 9 9 2 ) .  M a t u r e  e x p i a n t  m a t e r i a l  f o r  i n s t a n c e  m a y  
r e a c t  t o  a n  i n d u c t i v e  s i g n a l  w i t h  r e d u c e d  p o t e n t i a l  f o r  
b i o s y n t h e s i s ,  e s p e c i a l l y  p r o t e i n  s y n t h e s i s ,  i n  c o m p a r i -
s o n  w i t h  t h e  j u v e n i l e  e x p i a n t  s o u r c e ,  a s  p o i n t e d  o u t  b y  
B o n  ( 1 9 8 8 )  w i t h  S e q u o i a d e n d r o n  g i g a n t e u m .  
O f  i n t e r e s t  i s  t h e  p o s i t i v e  i n f l u e n c e  o f  t h e  a c t i v a t e d  
c h a r c o a l  o n  t h e  r o o t a b i l i t y  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  r e s u l t -
i n g  i n  a  s i g n i f i c a n t  i n c r e m e n t  o f  t h e  f o u r  r o o t i n g  t r a i t s  
e x a m i n e d  a n d  o f  t h e  s h o o t  d e v e l o p m e n t .  R o o t i n g  r a t e  
e n h a n c e m e n t  i n  a c t i v a t e d  c h a r c o a l - e n r i c h e d  m e d i a  h a s  
a l r e a d y  b e e n  r e p o r t e d  f o r  d i f f e r e n t  s p e c i e s  s u c h  a s  A  i l i -
u m  c e p a  ( F r i d b o r g  &  E r i k s s o n  1 9 7 5 )  a n d  S e q u o i a d e n -
d r o n  g i g a n t e u m  ( M o n t e u u i s  &  B o n  1 9 8 6 ) .  T h i s  i s  e s p e -
c i a l l y  t r u e  f o r  t h e  r o o t i n g  e x p r e s s i o n  p h a s e  i n  m e d i -
u m  l a c k i n g  a u x i n ,  a s  m e n t i o n e d  f o r  P i n u s  c o l l t o r t a  
( P a t e l  &  T h o r p e  I  9 8 4 )  a n d  P i  n u s  s y l v e s t r i s  ( G r o n r o o s  
&  v o n  A r n o l d  1 9 8 5 ) .  M o r e  a m b i g u o u s  r e s u l t s  w e r e  
o b s e r v e d  f o r  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  i n c o r p o r a t e d  i n  a u x i n -
e n r i c h e d  r o o t i n g  i n d u c t i o n  m e d i u m  ( B e k k a o u i  e t  a l .  
I  9 8 4 ;  M o n t e u u i s  &  B o n  1 9 8 6 ) ,  p e r h a p s  b e c a u s e  o f  t h e  
p a r t i a l  a d s o r p t i o n  o f  t h e  e x o g e n o u s  a u x i n  b y  t h e  a c t i -
v a t e d  c h a r c o a l  ( W e a t h e r h e a d  e t  a l .  1 9 7 9 ) .  T h e  p o s i t i v e  
e f f e c t  o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  o n  t h e  r o o t a b i l i t y  o f  t h e  
m i c r o s h o o t s  i n  t h e  r o o t i n g  e x p r e s s i o n  m e d i u m  c a n  b e  
i n t e r p r e t e d  b y  c o n s i d e r i n g  a t  l e a s t  t w o  a s p e c t s :  
- r e d u c t i o n  o f  l i g h t  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  s h o o t s ,  t h u s  p r o -
v i d i n g  a n  e n v i r o n m e n t  c o n d u c i v e  t o  t h e  a c c u m u -
l a t i o n  o f  p h o t o s e n s i t i v e  a u x i n  o r  c o f a c t o r s  ( D r u a r t  
e t  a l .  1 9 8 2 ) ,  a n d  
- a d s o r p t i o n  o f  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  i n h i b i t o r s  ( F r i d -
b o r g  &  E r i k s s o n  1 9 7 5 ;  F r i d b o r g  e t  a l .  1 9 7 8 ;  M i s s o n  
e t  a l .  I  9 8 3 ) .  
T h e  i n t e r a c t i n g  e f f e c t  w i t h  s u c r o s e  o r  d e r i v a t i v c s  
r e s u l t i n g  f r o m  a u t o c l a v i n g  h a s  b e e n  h y p o t h e s i z e d  a l s o  
( M i s s o n  e t  a l .  1 9 8 3 ) .  A c c o r d i n g  t o  v a n  W a e s  ( 1 9 8 7 ) ,  
a n d  m o r e  s p e c i f i c a l l y  B o n  e t  a l .  (  1 9 8 8 )  w o r k i n g  o n  
j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  c l o n e s  o f  S e q 1 1 o i a d e 1 1 d r o 1 1  g i g a 1 1 -
t e 1 1 1 1 1 ,  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  r n a y  i n t e r f e r e  w i t h  p o l y p h e -
n o l i c  c o m p o u n d s  p r o d u c e d  b y  t h e  e x p l a n t s ,  t h u s  m o d -
i f y i n g  t h e  e n d o g e n o u s  r a t i o  b e t w e e n  t h e  f r e e  a n d  t h e  
c o n j u g a t e d  p o l y p h e n o l s ,  t h e  i n f l u e n c e  o f  w h i c h  o n  t h e  
o r g a n o g e n i c  p o t e n t i a l  i n c l u d i n g  s h o o t  a n d  r o o t  d e v e l -
o p r n e n t  h a s  b e e n  l o n g  r e c o g n i z e d  ( D r u a r t  e t  a l .  1 9 8 2 ) .  
T h e  v a r i a t i o n s  n o t e d  h e r e  o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  e f f e c t s  
o n  r o o t a b i l i t y  i n  r e l a t i o n  t o  t h e  a g e  o f  t h e  m i c r o p r o p a -
g a t e d  s h o o t s  a n d  t o  t h e  s a m p l i n g  d a t e  c o u l d  b e  d u e  t o  
t h e  f a c t  t h a t  p o l y p h e n o l  b i o s y n t h e s i s  i s  s u s c e p t i b l e  t o  
c h a n g e s  i n  q u a l i t y  a n d  q u a n t i t y  d u r i n g  t h e  l i m e  c o u r s e  
o f  t h e  e x p e r i m e n t  a n d  t o  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  m a t u r i t y  o f  
t h e  e x p i a n t  m a t e r i a l ,  a s  a l r e a d y  e s t a b l i s h e d  f o r  o t h e r  
p l a n t s  ( J a y - A l l e m a n d  1 9 8 5 ;  B o n  1 9 8 8 ) .  
C o n c l u s i o n  
A s  w i t h  o t h e r  s p e c i e s  ( M o n t e u u i s  &  B o n  1 9 8 6 ;  B o n  e t  
a l .  1 9 9 4 ) ,  i n  v i t r o  r o o t a b i l i t y  o f  P i n u s  p i n a s t e r  m i c r o -
p r o p a g a t e d  s h o o t s  i n  s t a b i l i z e d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i -
t i o n s  i s  s u b j e c t  t o  v a r i a t i o n  a c c o r d i n g  t o  t h e  m a t u r i t y  
o f  t h e  e x p i a n t  m a t e r i a l  a n d  t h e  s a m p l i n g  d a t e .  A d d i t i o n  
o f  a c t i v a t e d  c h a r c o a l  i n  t h e  r o o t i n g  e x p r e s s i o n  m e d i -
u m  w a s  s h o w n  t o  i m p r o v e  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  
r o o t i n g ,  n o t  o n l y  i n  t e r m s  o f  r o o t i n g  r a t e s ,  b u t  a l s o  i n  
enhancement of the number and the length of the roots, 
as well as the root score. This stimulating effect of 
activated charcoal on rootability was particularly asso-
ciated with mature expiant material. Although further 
investigations are needed for a better understanding 
of the roles of the activated charcoal on the physiolo-
gy of the explants in relation to adventitious rooting , 
its utilization provides for the production of cloned 
plantlets of selected Pinus pinaster genotypes for 
the greatest profit of tree improvement and plantation 
programmes. 
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Rooting Acacia mangium Cuttings of Different Physiological Age 
with Reference to Leaf Morphology as a Phase Change Marker 
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Ma laysia 
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Summary 
Capacity for adventitious rooting of Acacia mangium was 
assessed for shoot terminal cuttings originating from: (A) the 
crown and (B) sprouting stumps of 4-year-old trees growing 
outdoors, (C) 4-year-old hedged stock plants and (D) 1-year-old 
seedlings kept cultivated in containers . Ail these cuttings ex-
hibited the mature phyllode morphology. For the stump sprout 
origin, rootabilities of juvenile-like composed leaf (Bl), inter-
mediate Jeaf (B2) a nd mature-like phyllode (B3) cuttings were 
a lso compared. 
Rooting potential was found to be greatly influenced by the 
cutting source and to lesser extent, although still significantly, 
by the different types of cutting morphology. In both cases, the 
highest average rooting rate score of 85 % was obtained for the 
mature-like phyllodes cuttings derived from mature sprouting 
stumps, whereas the same origin cuttings with juveni le-like 
leaves were Jess pronc to root. Exogenous auxin treatment was 
150 
shown to improve noticeably the number of roots formed per 
rooted cutting, but had overall no effect on rooting rate with 
marked differences depending on the date of the experiment. 
These results are discussed in terms of ageing influence on 
the potential for adventitious rooting of Acacia mangium 
cuttings, with reference to leaf morphology as a phase change 
marker. 
Key words: Acacia mangium, age , auxin, cutting, maturation, morpholo-
gical marker, phase change, rootability, vegetative propagation . 
FDC: 161.4 ; 164.3; 164.5; 165.441; 232.11: 232.4 11.4; 176.1 Acacia man· 
gium. 
Introduction 
Acacia mangium WILLD. has gained an increasing interest 
for reforestation programmes in the humid tropics over the last 
2 decades mainly for pu lpwood production. This is due to the 
Silvac Genctica 44 , 2-3 ( 1995) 
r e m a r k a b l e  g r o w t h  p o t e n t i a l  o f  t h i s  p i o n e e r  t r e e  l e g u m e ,  e v e n  
o n  v e r y  a c i d  a n d  i n f e r t i l e  s o i l s  i t  c a n  r e h a b i l i t a t e  t h a n k s  t o  i t s  
n a t u r a l  n i t r o g e n  f i x i n g  a b i l i t y .  F o r  a  f e w  y e a r s ,  s p e c i a l  e f f o r t s  
h a v e  b e e n  d e v o t e d  o n  t r e e  i m p r o v e m e n t  o f  t h i s  f a s t - g r o w i n g  
s p e c i e s .  P r o g r e s s  i n  t h a t  f i e l d  i s  j u s t  b e g i n n i n g  a n d  a l t h o u g h  
s i m p l e  b r e e d i n g  s t r a t e g i e s  b a s e d  o n  s e x u a l  p r o p a g a t i o n  
s e e m  o b j e c t i v e l y  w e l l  a d a p t e d  t o  t h e  s i t u a t i o n  ( M O N T E U U I S  a n d  
N A S I ,  1 9 9 2 ) ,  t h e  v e g e t a t i v e  p r o p a g a t i o n  o p t i o n  i s  a l s o  w o r t h  
p a r t i c u l a r  c o n s i d e r a t i o n .  F i r s t  e x p e r i m e n t s  t e n d e d  t o  i n d i c a t e  
t h a t  w h i l e  d e s i r a b l e  i n  t h e o r y  ( H A J N E S  a n d  G R I F F I N ,  1 9 9 2 ) ,  
t h e  p r o s p e c t s  f o r  p r o p a g a t i n g  v e g e t a t i v e l y  A .  m a n g i u m  
t h r o u g h  r o o t e d  c u t t i n g s  a r e  r a t h e r  l i m i t e d ,  m o s t l y  d u e  t o  e a r l y  
n e g a t i v e  e f T e c t s  o f  t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  o n  t h e  p o t e n t i a l  f o r  
a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  o f  t h i s  s p e c i e s  ( D A R U S ,  1 9 9 1 ;  P O U P A R I 1  
e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
D e c r e a s e  o r  e v e n  l o s s  o f  a b i l i t y  f o r  t r u e - t o - t y p e  c l o n i n g  a s  
t r e e s  b e c o m e  l a r g e r  i n  s i z e  w i t h  i n c r e a s i n g  a g e  h a s  b e e n  a l -
r e a d y  r e p o r t e d  f o r  m a n y  s p e c i e s  ( S C H A F F A L l ' ï . l K Y  D r :  M u c K A -
D E L L ,  1 9 5 9 ;  8 0 N G A ,  1 9 8 2 ;  H A C K E T T ,  1 9 8 3 ,  1 9 8 5 ) ,  a n d  t h e  n e e d  
t o  f i n d  s i m p l e  m a r k e r s  o f  t h i s  s o - c a l l e d  p h a s e  c h a n g e  
p h e n o m e n o n  i n  v a r i o u s  s p e c i e s  t o  s e l e c t  w i t h i n  t h e  d o n o r  p l a n t  
t h e  m o r e  j u v e n i l e  s h o o t s  w i t h  g r e a t e r  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  
r o o t i n g ,  h a s  c a l l e d  f o r  s p e c i a l  a t t e n t i o n  ( H A C K E T T ,  1 9 8 5 ;  
M O N T E U U I S ,  1 9 8 5 ) .  A  m a n g i u m  i s  a  s p e c i e s  e x h i b i t i n g  s a l i e n t  
d i f T e r e n c e s  i n  l e a f  m o r p h o l o g y  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  f i r s t  p h a s e s  
o f  t h e  o n t o g e n e t i c a l  p r o c e s s  ( D O O R E N B O S ,  1 9 6 5 ) .  T h e  f i r s t  
l e a v e s ,  o r  . .  c o m p o s e d  l e a v e s " ,  a r e  e x c l u s i v e l y  c o m p o s e d  o f  
p i n n a t e s ,  t h e  n u m b e r  o f  w h i c h  i n c r e a s e  f r o m  o n e  f o r  t h e  f i r s t  
l e a f  f o r m e d  t o  4  f o r  t h e  6 t h  o r  7 t h  l e a f ,  b e f o r e  t h e  a p p e a r a n c e  o f  
a n  i n t e 1 · m e d i a t e  l e a f  t y p e  c o n s i s t i n g  o f  a  p h y l l a d e  w i t h  4  a n d  
t h e n  2  p i n n a t e s  a t t a c h e d  t o  i t s  a p e x ,  t o  b e c o m e  a  f u l l  p h y l l a d e  
f r o m  t h e  9 t h  t o  1 1  t h  n o d c  p o s i t i o n  u p w a r d ,  t h a t  c o 1 T e s p o n d s  
r o u g h l y  t o  1 2  " · c e k s  t o  1 6  w e e k s  a f t e r  g e r m i n a t i o n  d e p e n d i n g  
o n  t h e  l o c a l  c o n d i t i o n s  ( R U F E L D S ,  1 9 8 8 ;  G A N  a n d  S I M ,  1 9 9 2 ) .  
F r o m  t h a t  a g e  o n w a r d s ,  A  m a n g i u m  s e e d l i n g s  p r o d u c e  p h y l l a -
d e s  e x c l u s i v e l y ,  t h a t  c h a r a c t e r i z e s  t h e  m a t u r e  c o n d i t i o n  
( D O O R E N B O S ,  1 9 6 5 ) .  I t  w a s  t h e  a i m  t o  f i n d  o u t  t o  w h a t  e x t e n t  
j u v e n i l e  f o l i a g e  c h a r a c t e r i s t i c s  c a n  b e  c o n s i d e r e d  r e l i a b l e  
m a r k e r s  o f  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  o f  c u t t i n g s  i n  
A .  m a n g i u m .  T h i s  h a s  b e e n  f u r t h e r  i n v e s t i g a t e d  e x a m i n i n g  
r o o t a b i l i t y  o f  s a m p l e s  o f  A  m a n g i u m  s h o o t s  c o m i n g  f r o m  
d i f T e r e n t  a g e  d o n o r  p l a n t s  o r  d i f T e r i n g  i n  o n t o g e n e t i c a l  a g e  a n d  
l e a f  m o r p h o l o g y ,  i n  r e l a t i o n  t o  e x o g e n o u s  a u x i n  t r e a t m e n t ,  t h e  
b e n e f i c i a l  i n f l u e n c e  o f  w h i c h  o n  r o o t i n g  c a p a c i t y  h a s  b e e n  
a l r e a d y  r e p o r t e d  s e v e r a l  t i m e s  ( D A R U S ,  1 9 8 9 ;  W O N G ,  1 9 8 9 ;  
W O N G  a n d  H A I N E S ,  1 9 9 2 ;  P O U P A R D  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s  
T e r m i n a l  s h o o t  c u t t i n g s  w i t h  a n  a p i c a l  b u d  o f  A  m a n g i w n  
u s e d  f o r  r o o t i n g  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  4  d i f T e r e n t  
t y p e s  o f  d o n o r  p l a n t s  a i l  f r o m  t h e  s a m e  P a p u a - N e w  G u i n e a  -
" P N G "  - s e e d  p r o v e n a n c e .  U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  t h e y  w e r e  
s o f t w o o d  c u t t i n g s  b e a r i n g  o n l y  p h y l l a d e s :  
A .  l o w e r  p a r t  o f  t h e  c r o w n  - a b o u t  4  m  t o  5  m  a b o v e  g r o u n d  
l e v e l  - o f  4  y e a r - o l d  A .  m a n g i u . m  p l a n t e d  t r e e s ;  
B .  6 0  c m  t o  8 0  c m  t a l l  s t u m p s  o b t a i n e d  b y  d e c a p i t a t i n g  1 . 5  
m o n  t h  e a r l i e r  s o m e  o f  t h e  a b o v e  m e n t i o n e d  t r e c s ,  t h a t  r e s u l t e d  
i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  3  w e e k - o l d  s p r o u t i n g  s h o o t s ,  3 0  c m  a s  
m a x i m a l  Je n g t h ,  c o l l e c t e d  t o  m a k c  c u t t i n g s  a n d  d i s t i n g u i s h i n g  
b e t w e e n :  
8 1 :  c u t t i n g s  w i t h  c o m p o s e d  l e a v e s  e x c l u s i v e l y ;  
8 2 :  c u t t i n g s  w i t h  i n t e r m e d i a t e  p h y l l o d e - p i n n a t e  m o r p h o l o g y ;  
8 3 :  c u t t i n g s  w i t h  p h y l l a d e s  e x c l u s i v e l y ;  
T h e s e  3  t y p e s  o f  c u t t i n g s ,  m o r e  h e r b a c e o u s  t h a n  t h e  o t h e r  
0 1 · i g i n s ,  a r e  i l l u s t r a t e d  i n  f i g u r e  1 ;  
C .  4  y e a r - o l d  s t o c k  p l a n t s  k é p t  e x t e n s i v c l y  c u l t i v a t e d  p o t t e d  
i n  5  1  p l a s t i c  b a g  c o n t a i n e r s  f i l l e d  w i t h  l o c a l  t o p  s o i !  a n d  m a i n -
t a i n e d  a t  a n  h e i g h t  o f  5 0  c m  t o  6 0  c m  b y  h e d g i n g  i n  t h e  
n u r s e r y ;  
D .  m a i n  s t e m  o f  1  y e a r - o l d  s e e d l i n g s  p o t t c d  i n  1  l  p l a s t i c  b a g  
c o n t a i n e r s  f i l l e d  w i t h  l o c a l  t o p  s o i l  a n d  k e p t  c u l t i v a t e d  i n  t h e  
n u r s e r y .  
T h e  a v e r a g e  s i z e  o f  t h e  c u t t i n g s  w a s  a r o u n d  6  c m  i n  l e n g t h  
f r o m  t h e  b a s a l  e u t  t o  t h e  a p i c a l  b u d  w h a t e v e r  t h e  t y p e ,  w i t h  
~ 
F i g u r e  1 .  - D i s t i n c t i v e  m o r p h o l o g i c a l  f e a t u r e s  o f  c o m p o s e d  l e a f  ( B l l ,  i n t e r m e d i a t e  l e a f  ( B 2 )  a n d  p h y l l o d c  ( B 3 )  
c u l t i n g s  p r o d u c e d  b y  t h e  m a t u r e  s t u m p s  a n d  u s e d  f o r  t h e  e x p e r i m e n t s .  
1 5 1  
smaller diameter for the composed-leaf and intermediate 
morphology cuttings than for the mature-like ones exclusively 
with phyllodes, as shown in figure 1. 
Half of the cuttings corresponding to each of the different 
categories used were treated with auxin by dipping their base 
into a SERADIX 3 commercial powder preparation (0.8% of 3-
indolebutyric acid in talc), the remaining being treated as con-
trols. 
Ali the cuttings were finally inserted into rooting beds filled 
with wet sand used as rooting substrate after it had been boil-
ed with a view of reducing disease risks. 
The study consisted of 2 distinct sub-experiments - "exp. l" 
and "exp .2" - set up applying strictly the same procedure and 
under the same equatorial humid climatic conditions on 2 
different dates: 
- October 14, 1992 for exp.l; 
- May 1, 1994 for exp.2. 
The experimental design adopted for each sub-experiment 
corresponded to a full factorial of (i) the cutting category, 
- from A to C, that is to say 5 classes for exp. l; 
- and from A to D, that is to say 6 classes for exp.2; 
a nd (ii) the auxin treatment (2 classes), resulting in a total of: 
- 5 x 2 = 10 combinations for exp.l; 
- and 6 x 2 = 12 combinations for exp.2. 
For both sub-experiments, each combination was represent-
ed by 3 plots of 10 cuttings randomly distributed within 3 
compl ete blocks. 
To sum up, the whole experiment comprised : 
110 x 3 x 5 x 2) + (10 x 3 x 6 x 2) = 660 cuttings. 
Once set in to the root ing bed, the cutti ngs were mainta ined 
under a 50'k shade ,,·ith intermittent-rni st wate1· sp rays 
provided by a mist system, the frequency of which was controll-
ed by an "electronic leaf ' system (HARTMANN et al., 1990) to 
avoid any desiccation damage. Aqueous fongicide solutions -
main ly Thyram 80, 5 g/1 - were sprayed on the cuttings once a 
week. 
After a rooting period of 2 months in these conditions , the 
cuttings were assessed by recording the following criteria: 
1. rooting rate for cuttings (RRC), based on the plots with 10 
cuttings each; 
2. number of aduentitious roots (NR) per rooted cutting; 
3. length of the longes! root (in cm) per rooted cutting . 
The data were a na lyzed using the SAS statistical package 
(SAS Institute Inc. , 1988). Null hypotheses were rejected when 
the probability value was P :5 0.050. Tests for homogeneity of 
variance were performed using BARTLETI's and LEVENE's tests 
(SNEDECOR and COCHRAN, 1980) which bath established the 
need of replacing RRC by ASRRC = arcsin ,'RRC , and NR by 
LNR = loglONR (SNEDECOR and COCHRAN, 1980). 
The different analyses of variance for the 3 criteria consider-
ed were carried out according to the following general mode!: 
yiikl = µ + E; + Bii + Ck + A1 + (EC);k + (EA);1 + (CA\ 1 + l\k1 
where: 
Yiikl= value of the plot submitted to the i'h level of factor (sub) 
experiment, j'h level of factor black, k'h level of factor cutting 
category and l'h Jevel of factor auxin; 
µ = overall mean of the trial; 
E; = effect of the factor sub-experiment, 1:5 i :5 2; 
Bii = effect of the facto r black j within sub-experimenl i, 
1 :5 j :5 3; 
Ck = effect of the facto r cutting category, 1 :5 k :5 6; 
A1 = effect of the facto r auxin, 1 :5 1 :5 2; 
152 
(EC)ik = effect of the interaction of sub-experiment a nd 
cutting category; 
(EA\1 = effect of the interaction of sub-experiment and auxin; 
(CA\1 = effect of the interaction of cutting category and 
auxin; 
êijkl = residual error. 
Due to imbalance in the data between "exp.l" and "exp.2", 
cutting category D was discarded from the analyses of variance 
combining these 2 sub-experiments. 
Treatment means were compared using the STUDENT-NEw-
MAN and KEuLS test when in F-tests the nul! hypothesis was 
rejected (P :5 0.05). 
PEARSON's correlation coefficients between the 3 variables, 
RRC being replaced by ASRRC and NR by LNR, were calculat-
ed computing N = 47 elementary plot mean values with high 
enough rooting rates corresponding to cutting origins Bl, B2, 
B3 and C, treated and not treated with auxin, exp. l and 2 
combined, with at least 1 rooted cutting per elementary plol. 
Results 
Generol outlines 
Mea n values for the various criteria assessed con esponding 
to the different treatments are given in tahle 1. Similar overall 
rooting rates were obtained foi· exp. l a nd exp.2 at the end of 
the 2 month rooting period , 58.0'lo (174/300) a nd 56.7'k 
(204/3601 respectively, notwithstanding the noticeable sc01·e 
variations between the 2 sub-experiments, a nd especially in 
tenns of reactivity to exogenous a uxin. Only very few cuttings 
remained a live without having fo rm ed roots (7 out of 300 fo r 
exp. l and 12 out of 360 for exp.2). For both sub-experi ments, 
cuttings with phyllades originating from decapitated stumps 
(B3) rooted best, with overall rootin g rates of 88.3 ')f for cxp . l 
a nd 81.ï'k for exp.2. The 2 other cri teria, na mely number of 
roots a nd root length , showed differences in plant rnaterial 
responsh·eness with higher overall scores for exp. l. 
Correlations 
Correlation coefficients between the 3 characters over bath 
experiments were a il highly s ignificant establishing t hat the 
Table 1. - Mean values, for "exp. l ", "exp. 2" and the combination 
("Combi."ï, of the 3 cri teri a assessed - RRC: rate of rooted cutti ngs; 
NR: number of roots per rooted cu tting; Lenght: length of the longest 
root per rooted cutting -, in relation to the experimental factors 
investigated . Means followed by letters only were submitted to the 
analysis of variance and compared ( STUDENT-NEWMAN and KEULS test). 
Within each column, letters distinguish means which a re s ign ificant ly 
different at the 5% level. 
ClU'IE!L\ llllC ('I<) No of Nt !.œgtb (al) No of 
plots plots 
l'l\CIŒS 
Exp.! Exp. 2 Olrbi . E>p.l E>p.2 COrbi. Exp.! Exp.2 Carbi. 
0/ITIIC 
Olffl'.ll!l' 
A 8.Jc 1.1c 5.0d 6'6 2.7 1.0• 2.) 8.7 6.0" 8.0 J+l 
Bl 46.7b 76.7d 61.7bc 6'6 J.7a S.8d 4 .7d 8.1b 9.9a 9.)d 6'6 
82 86.7a 63.Ja ?S.Oab 6'6 4.7a ).5b 4.ld 12.2a 8 .4b 10.Jd 6'6 
8J 88.3a 81. 7a 85.0a 6'6 5.Ja 2.6bc 4.0d 12 .4a 1. lbc 9.8d 6'6 
C flJ.Ob 38.Jb 49.2c 6'6 4.6a 2.1c J.7a 9 . lb 6.0c 1.1b 6".i 
D 78. J a 78.) 2.5c 2.5 5.Jc 5.) 6 
AUlCIN 
<l:nt:rol 46.7b 64.4a 56.4d 15->18 2.7b 2. l.b 2.)b 9.9b 7.9a 8.8d IJ+l6 
Seradix ) 69.Ja 48 .9b 58.2a 15->18 5.9a 4.8a 5.4d JO.Ba 6.7b 8.8d 14+14 
---------------------------- -- ------------------- ---- - - --- ---- -- --------- --- - -----
amw.L 
= 58.0 56.7 57.) )()+)6 4.4 ) .4 ) .8 10.4 7.4 8.8 77+)() 
*) Based on one observation sincc only one cutti ng not treated with 
auxi n rooted. 
h i g h e r  t h e  r o o t i n g  r a t e ,  t h e  m o r e  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  f o r m e d  p e r  
r o o t e d  c u t t i n g  a n d  t h e  l o n g e r  t h e s e  r o o t s .  
A n a l y s e s  o f  v a r i a n c e  a n d  c o m p a r i s o n  o f  m e a n s  
T h e  g e n e r a l  a n a l y s e s  o f  v a r i a n c e  o f  d a t a  t h e  m e a n  v a l u e s  o f  
w h i c h  a r e  r e p o r t e d  i n  t a b l e  1  e s t a b l i s h e d  t h a t :  
1 .  T h e  v a r i o u s  c a t e g o r i e s  o f  c u t t i n g s  t e s t e d  i n f l u e n c e d  
m a r k e d l y  ( P  <  0 . 0 0 0 1 )  t h e  o v e r a l l  r o o t i n g  r a t e s  a n d  l e n g t h  o f  
t h e  n e w l y  f o n n e d  r o o t s .  T h e  a n a l y s e s  o f  v a r i a n c e  c a r r i e d  o u t  
o n  t h e  m a t u r e - l i k e  c u t t i n g s  o n l y  ( T a b l e  2 )  d e m o n s t r a t e d  
m a r k e d  d i f T e r e n c e s  i n  t e r m s  o f  r o o t i n g  r a t e s  a n d  r o o t  l e n g t h  
( P  <  0 . 0 0 0 1 )  d e p e n d i n g  o n  p l a n t  o r i g i n ,  w h e r e a s  o n l y  r o o t i n g  
r a t e  s c o r e s  w e r e  f o u n d  t o  b e  s i g n i f i c a n t l y  ( 0 . 0 1  <  P  <  0 . 0 5 ,  
T a b l e  3 )  i n f l u e n c e d  b y  t h e  d i f T e r e n t  m o r p h o l o g y  o f  t h e  c o m p a r -
e d  c u t t i n g  c l a s s e s  ( B I ,  B 2 ,  B 3 ) .  I n  b o t h  c a s e s ,  t h e  S T U D E N T -
N E W M A N  a n d  K E u L S  t e s t  e s t a b l i s h e d  t h a t  t h e  m a t u r e  l i k e  
c u t t i n g s  p r o d u c e d  b y  t h e  s t u m p  ( B 3 )  r o o t e d  i n  g r e a t e r  a m o u n t  
t h a n  t h e  o t h e r  c u t t i n g  c a t e g o r i e s .  T h e  i n t e r a c t i o n s  r e p o r t e d  i n  
t a b l e  2  a n d  3  b e t w e e n  t h e  s u b e x p e r i m e n t s  a n d  t h e  d i f T e r e n t  
f a c t o r s  i n v e s t i g a t e d  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  s c o r e  v a r i a t i o n s  
f r o m  o n e  e x p e r i m e n t  t o  t h e  o t h e r  r e p o r t e d  i n  t a b l e  1 .  
T a b l e  2 .  - A n a l y s e s  o f  v a r i a n c e  f o r  t h e  r o o t i n g  r a t e  ( e x p r e s s e d  b y  
A S R R C ) ,  t h e  n u m b e r  o f  r o o t s  ( e x p r e s s e d  b y  L N R )  a n d  t h e  l e n g h t  o f  
t h e  l o n g e s t  r o o t  p e r  r o o t e d  c u t t i n g  f o r  t h e  d i f f e r e n t  o r i g i n s  o f  
m a t u r e - l i k e  c u t t i n g s  o n l y ,  " e x p .  l "  a n d  " e x p .  2 "  c o m b i n e d  ( s e e  t e x t  
f o r  m o r e  i n f o r m a t i o n ) .  
=  
S r u r o e  
1 1 ' 1  t t i 2  
E x p .  ( E J  
1  0 . 1 8 8  
l l l o c l t  
4  0 . 0 4 1  
O r i g i . . n  ( 0 )  
2  
2 . 7 9 0  
A u x i n  w  1  
0 . 0 3 9  
E x o  2  0 . 0 2 8  
E x  A  1  0 . 6 3 2  
O x A  2  0 . 0 7 6  
l ' . r r o c  2 2  
0 . 0 4 2  
1
)  D e g r e e s  o f  f r e e d o m .  
2
1  : \ ! e a n  s q u a r e .  
l ' J  
4 . 5 •  
L O  
6 6 . 1  . . .  
0 . 9  
0 . 7  
1 5 . 0 " ' * *  
1 . 8  
Œ '  
l  
4  
l  
l  
1  
l  
1  
1 2  
U l t  
l e o J t h  
t t i  l '  
t t i  
F  
0 . 3 2 1  
2 6 . 2  . .  " ' "  9 6 . 6 2 5  
1 3 . 0 " " " ' "  
0 . 0 0 1  0 . 6  0 . 8 5 6  0 . 6  
0 . 0 1 4  
1 . 2  
2 6 . 1 0 9  
2 0 . 2 ° *  
0 . 7 9 0  6 4 . 5 *
0  
0 . 4 4 4  0 . 3  
0 . 0 0 2  0 . 2  6 . 2 2 1  4 . 1  
0 . 0 4 5  
3 . 7  
9 . 3 3 6  
1 . 1 •  
0 . 0 8 1  
6 . 6 •  
0 . 1 3 2  0 . 1  
0 . 0 1 2  1 . 3 2 4  
3
)  \ · a l u e  o f F J S C H E R ' s  s t a t i s t i c a l  t e s t  w i t h  s i g n i f i c a n c e  l e v e l s :  
~ ,  p  s  0 . 0 5 ;  ' ' ' ' )  p  s  0 . 0 1 ;  ' ' * * )  p  s  0 . 0 0 1 .  
T a b l e  3 .  - A n a l y s e s  o f  v a r i a n c e  f o r  t h e  r o o t i n g  r a t e  ( e x p r e s s e d  b y  
A S R R C ) ,  t h e  n u m b e r  o f  r o o t s  a n d  t h e  l e n g h t  o f  t h e  l o n g e s t  r o o t  p e r  
r o o t e d  c u t t i n g  f o r  t h e  d i f f e r e n t  m o r p h o l o g i c a l  t y p e s  o f  s t u m p  c u t t i n g s  
o n l y ,  " e x p .  1 "  a n d  " e x p .  2 "  c o m b i n e d  ( s e e  t e x t  a n d  t a b l e  2  f o r  m o r e  
i n f o r m a t i o n ) .  
=  
U l t  
l e o J t h  
S r u r o e  
l i '  t t i  
l '  
l i '  t t i  
F  t t i  
l '  
E l < p .  ( B J  
l  
0 . 0 0 2  
0 . 0  
l  0 . 0 4 5  
2 . 8  6 0 . 1 4 0  
2 9 . 6 * * *  
B l o c : 1 <  
4  0 . 0 4 6  
1 . 0  
4  0 . 0 3 1  
1 . 9  
2 . 3 9 3  
1 . 2  
t t x p t x , l o g y  ( P O  
2  0 . 2 3 6  
5 . 2 '  2  0 . 0 2 1  
1 . 3  3 . 2 8 1  
1 . 6  
A u x i n  ( A )  
l  0 . 0 0 1  
0 . 0  
l  
0 . 1 0 2  
4 3 . 2 * " *  
0 . 0 0 0  
0 . 0  
E x N  
2  
0 . 3 1 4  
1 . 0 * *  
2  0 . 1 2 5  
1 . 1 0 .  
3 4 . 9 9 7  
1 7 . 2  . . .  
E x  A  
l  0 . 4 3 4  
9 . 6 °  
l  
0 . 0 1 4  0 . 9  
2 3 . 9 9 4  
1 1 . 8 °  
N x A  
2  0 . 0 1 1  
0 . 2  
2  0 . 0 0 2  
0 . l  0 . 0 3 4  
o . o  
l ' . r r o c  
2 2  0 . 0 4 5  
2 2  0 . 0 1 6  
2 . 0 3 1  
2 .  A u x i n  t r e a t m e n t  w i t h  S e r a d i x  3  h a d  n o  o v e r a l l  s i g n i f i c a n t  
e f f e c t  o n  r o o t i n g  r a t e  n o r  o n  r o o t  l e n g t h ,  b u t  i t  r e s u l t e d  i n  a  
r e m a r k a b l e  i n c r e a s e  ( P  <  0 . 0 0 0 1 )  o f  t h e  n u m b e r  o f  a d v e n t i t i o u s  
r o o t s  f o r m e d  ( s e e  T a b l e  1  f o r  a c c u r a t e  d a t a ) .  T h e  p r o n o u n c e d  
" e x p e r i m e n t  x  a u x i n "  i n t e r a c t i o n s  p o i n t e d  o u t  i n  t a b l e s  2  a n d  3  
w e r e  c a u s e d  b y  d i f T e r e n c e s  i n  r e s p o n s e  t o  S e r a d i x  3  t r e a t m e n t  
f o r  r o o t i n g  r a t e s  a n d  r o o t  l e n g t h .  I t  w a s  p r o m o t i v e  i n  e x p . 1  a n d  
i n h i b i t i v e  i n  e x p . 2 .  
D i s c u s s i o n  
T h e  i n a b i l i t y  o f  A c a c i a  m a n g i u m  c u t t i n g s  t o  s u r v i v e  a f t e r  2  
m o n t h s  i n  r o o t i n g  c o n d i t i o n s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a d v e n t i t i o u s  
r o o t s  h a s  a l r e a d y  b e e n  o b s e r v e d  ( P OU P A R D  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  a n d  c a n  
b e  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  v e r y  l i m i t e d  p o t e n t i a l  f o r  c a l l u s  f o r m a -
t i o n  i n  t h i s  s p e c i e s  i n  c o n t r a s t  t o  o t h e r s  l i k e  S e q u o i a  s e m p e r -
v i r e n s  ( M O N T E U U J S  e t  a l . ,  1 9 8 7 )  o r  T e c t o n a  g r a n d i s  a b l e  t o  
r e m a i n  a l i v e  s e v e r a l  m o n t h s  i n  s i m i l a r  r o o t i n g  c o n d i t i o n s  
p r o v i d i n g  a  b i g  b a s a l  c a l l u s  h a s  f o r m e d .  
A  p r e v i o u s  i n v e s t i g a t i o n  ( P O U P A R D  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  c s t a b l i s h e d  
t h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  t e r m i n a l  s h o o t  c u t t i n g s  a s  c o m p a r e d  t o  
n o d a l  c u t t i n g s  w h i c h  w e r e  f o u n d  l e s s  r e s p o n s i v e  t o  a d v e n t i -
t i o u s  r o o t i n g .  T h e  p r e s e n t  e x p e r i m e n t  s h o w s  h o w e v e r  t h a t  t h e  
p o t e n t i a l  t o  f o r m  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  o f  s u c h  a  p l a n t  m a t e r i a l  
c a n  v a r y  g r e a t l y  a c c o r d i n g  t o  t h e  a g e  o f  t h e  d o n o r  p l a n t  t h i s  
t y p e  o f  c u t t i n g s  w e r e  r e m o v e d  f r o m ,  a l t h o u g h  a i l  o f  t h e m  
d i s p l a y e d  s i m i l a r  m a t u r e - l i k e  m o r p h o l o g i c a l  f o l i a g e  f e a t u r e s .  
T h e  f a c t  t h a t  c u t t i n g s  c o m i n g  f r o m  l h e  c r o w n  o f  4 - y e a r - o l d  
o r t e t s ,  t h e  o l d e s t  p o s i t i o n  f r o m  t h e  o n t o g e n e t i c a l  a g e i n g  s t a n d -
p o i n t  ( P O R T A N I E R  a n d  J O N I Œ R S ,  1 9 7 6  J ,  d e m o n s t r a t e d  t h e  l o w e s t  
v e r y  J i m i t e d  c a p a c i t y  f o r  r o o t i n g  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  m a n y  o b s e r -
v a t i o n s  ( M O N T E U U I S ,  1 9 8 5 ;  B O N  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  M o r e  s u r p r i s i n g  i s  
t h e  r e m a r k a b l e  r o o t a b i l i t y  o f  s h o o t s  s p r n u t i n g  f r o m  s t u m p s ,  
c h r o n o l o g i c a l l y  a s  o l d  a s  t h e  o r t e t s ,  w h i c h  r o o t e d  b e t t e r  t h a n  
t h e i r  h o m o l o g s  f r o m  s a m e  a g e  s t o c k - p l a n t s ,  p 1 · o b a b l y  i n a p p r o -
p r i a t e l y  m a n a g e d  i n  t e r m s  o f  f e e d i n g  a n d  h e d g i n g  o p e r a t i o n s .  
T h e  s c o r e s  o b t a i n e d  f o r  t h e s e  t e r m i n a l  s h o o t  c u t t i n g s  i s s u e d  
f r o m  s t u m p  s p r o u t s  w e r e  h i g h e r  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  i n  s i m i l a r  
c o n d i t i o n s  b y  P O U P A R D  e t  a l .  ( 1 9 9 4 1 ,  b u t  t h e  t o p  c u t t i n g s  i n  t h i s  
l a t t e r  c a s e  o r i g i n a t e d  f r o m  l o n g e r  s p r o u t i n g  s h o o t s  w h i c h  w e r e  
t h e r e f o r e  o n t o g e n e t i c a l l y  o l d e r  t h a n  t h e  o n e s  u s e d  i n  t h e  
p r e s e n t  e x p e r i m e n t .  T h e  s a m e  a r g u m e n t a t i o n  c a n  b e  a p p l i e d  t o  
t e r m i n a l  c u t t i n g s  r e m o v e d  f r o m  t h e  1 - y e a r - o l d  s e e d l i n g s  f o r  
w h i c h  g r e a t e r  r o o t i n g  p o t e n t i a l  t h a n  t h o s e  o b s e r v e d  f o r  t h e  
s p r o u t s  c o u l d  h a v e  b e e n  e x p e c t e d  i n  t h e  c a s e  o f  o n t o g e n e t i c a l l y  
y o u n g e r  t o p  c u t t i n g s  p r o d u c e d  b y  l e s s - a g e d  s e e d l i n g s  ( D A R u s ,  
1 9 9 1 ) .  
B y  c o n t r a s t  w i t h  o t h e r  s p e c i e s  ( M ON T E U U I S ,  1 9 8 5 ) ,  f o l i a r ,  
f e a t u r e s  a s  i n d i c a t o r s  o f  p h a s e  c h a n g e  d o  n o t  a p p e a r  t o  b e  
r e l i a b l e  m a r k e r s  o f  r o o t i n g  p o t e n t i a l  i n  A c a c i a  m a n g i u m  s i n c e  
f o r  t h e  s t u m p  s p r o u t  o r i g i n ,  m a t u r e - l i k e  c u t t i n g s  r o o t e d  b e t t e r  
t h a n  t h e  j u v e n i l e - l i k e  o n e s .  l n  f a c t ,  t h e  j u v e n i l e  p h a s e  c o r r e -
s p o n d i n g  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  t h e  c o m p o s e d  l e a v e s  i s  v e r y  
s h o r t - l i v e d ,  l i m i t e d  i n  s e e d l i n g s  t o  a  f e w  w e e k s  d u r i n g  w h i c h  
t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  s e e m s  t o  p r o g r e s s  q u i c k l y  a s  r e f l e c t e d  
b y  t h e  n o t i c e a b l e  m o r p h o l o g i c a l  c h a n g e s  f r o m  o n e  l e a f  t o  t h e  
n e x t .  F l o w e r i n g  s t a g e  i s  a t t a i n e d  a r o u n d  3 - t o  4 - y e a r s  o n  s e e d -
l i n g s  f o r  t h i s  s h o r t - l i v e d  s p e c i e s .  T h i s  d e v e l o p m e n t a l  p a t t e r n  i s  
e v e n  m o r e  t i m e - r e s t r i c t e d  i n  t h e  c a s e  o f  s h o o t s  s p r o u t i n g  f r o m  
m a t u r e  s t u m p s .  T h e  j u v e n i l e  s t a g e  a s  r e f l e c t e d  b y  l e a f  r n o r -
p h o l o g y  s e e m s  t o  b e  e p h e m e r a l ,  e v o l v i n g  a  l o t  w i t h i n  a  f e w  
d a y s .  T h i s  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  r o o t a b i l i t y  v a r i a t i o n s  n o t e d  
b e t w e e n  s h o o t s  w i t h  c o m p o s e d  a n d  i n t e r m e d i a t e  l e a v e s .  
A n o t h e r  a r g u m e n t  t o  c o n s i d c r  i s  t h e  e x t r e m e  t e n d e r n e s s  o f  
t h e s e  t w o  c a t e g o r i e s  o f  c u t t i n g s  w h i c h  i n c r e a s e  t h e  r i s k s  o f  
i r r e p a r a b l e  s t r e s s  a f T e c t i n g  t h e  r o o t i n g  p o t e n t i a l  o f  t h e s e  
1 5 3  
shoots, whereas the number of roots and the root length scores 
refute any defici ency in endogenous energy in comparison with 
other categories. 
Contrary to the previous experiment (POUPARD et al., 1994), 
treating the base of cuttings with "Seradix 3" had, overall, no 
efTect on the rooting rates, with noticeable difTerences in terms 
of plant material responsiveness to this exogenous auxin 
between the 2 sub-experiments. Such variations of rootability 
in relation to auxin application have already been reported for 
several temperate arborescent species (MONTEUUIS and PAGES, 
1987; M ONTEUU IS et al., 1987) arguing about physiological 
changes in plant material connected with the seasons. 
Although not exposed to such seasonal contrasts as in temper-
ate countries, the physiological status of the Acacia mangium 
pla nt material investigated is susceptible to difTerences from 
one sub-exper-iment to the other one according to fluctuations 
of environ mental conditions such as natural photoperiod, rain-
fall and possible interference of endogenous rhythms the 
ex istence of which has a lready been established for many 
trnpical lrne s pecies (HALLE et al., 1978). Such modifications of 
the physiologica l stat.us of plant material in time could account. 
for the num ernus inter·actions pointed out between investigated 
factors and sub-experiments . 
Conclusion 
The obse rvations emerging from this experiment tend to 
esta bli sh the preponderance of physiological condition of the 
pl a nt materia l coll ected over chronological and even ontogene-
t ica l ageing considerations when a iming to get cuttings rooted , 
a:; has a lready been a rgued (BO l!CHERT, 1976; MONTEUUIS, 
1989). In parlicula r it appears tha t mature Acacia mangium 
can be cloned with great success from stump pmduced ma t.u r-e-
Jik c cu tlings. providing t hese lat.te r have been collected al th e 
s uitable stage of development. Without underestimating the 
rea l risks that stumps may not sprout once the selected trees 
have been felled and the Jack of information regarding further 
behavior of these cuttings, such a potential for adventitious 
rooting from mature genotypes deserves special consideration 
for t.ree im provemen t and development programmes of Acacia 
mangium. 
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In Vivo Grafting and In Vitro Micrografting of Acacia mangium: 
Impact of Ortet Age 
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Abstract 
The possibilities of vegetatively propagating juvenile - 6-
month-old - and mature - 3 to 5 year-old - Acacia mangium 
ortets by grafting were investigated using in vivo and in vitro 
techniques. The average success rates obtained for in vivo top-
cleft grafting were 49% for scions coming from juvenile plant 
material and O % when collected from mature ortets. In vitro 
micrografted apices gave rise to 52% and 46% of successfully 
established micrografts for the juvenile and the mature plant 
material respectively. No significant difference between juve-
nile and mature origins in terms of grafting success was observ-
ed for in vitro micrografting of shoot apices. However, the ones 
coming from the juvenile ortets elongated more readily than 
those from the mature origin which were more prone to rest. 
Overall, the in vitro micrografting technique used appeared to 
190 
be an helpful tool for vegetative non-destructive propagation of 
mature selected Acacia mangium ortets, apparently recal-
citrant to more conventional in vivo grafting techniques. 
These results are discussed in terms of scion size and the 
related potential for grafting in relation to the age of the ortet. 
Key words: Acacia mangium, age, grafting, in vitro, micrografting, ortet, 
shoot apex, vegetative propagation. 
FDC: 165.442; 176.1 Acacia mangium. 
Introduction 
Grafting has been extensively used for centuries for asexual-
ly propagating tree species, mainly for fruit production . This 
vegetative propagation technique is still broadly utilized in 
Silvae Ccnctica 44, 4 (1995) 
h o r t i c u l t u r e  ( H A R T M A N N  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  b u t  a l s o  f o r  m a s s  c l o n a i  
p r o p a g a t i o n  o f  r u b b e r  t r e e s .  l n  f o r e s t r y ,  g r a f t i n g  h a s  b e e n  
m a i n l y  u s e d  f o r  s e e d  o r c h a r d  e s t a b l i s h m e n t  o r  a s  a  s o u r c e  o f  
v e g e t a t i v e  p r o p a g u l e s  f o r  c l o n a i  f o r e s t r y  ( Z o B E L  a n d  T A L B E R T ,  
1 9 8 4 ) .  
M i c r o g r a f t i n g  h a s  b e e n  d e v e l o p e d  m o r e  r e c e n t l y  ( B U R G E R ,  
1 9 8 5 ;  J O N A R D ,  1 9 8 6 )  a n d  c o n s i s t s  o f  g r a f t i n g  i n  a s e p t i c  c o n d i -
t i o n s  o f  a  m i n i a t u r i z e d  s c i o n  o n t o  a n  i n  v i t r o  g r o w n  r o o t s t o c k .  
T h e  r e s u l t i n g  i n  v i t r o  m i c r o g r a f t  a n d  t h e  p l a n t  m a t e r i a l  
d e r i v i n g  f r o m  i t  c a n  b e  f u r t h e r  c u l t i v a t e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e  
c o n d i t i o n s ,  o r  a c c l i m a t i z e d  t o  o u t d o o r s .  I n  a d d i t i o n  t o  t h e  
b e n e f i t s  o f  t r a d i t i o n a l  g r a f t i n g ,  m i c r o g r a f t i n g  t i n y  s h o o t  t i p s  
c a n  b e  a n  e f f i c i e n t  m e a n s  o f  r e g e n e r a t i n g  p l a n t  m a t e r i a l  f r e e  o f  
e n d o g e n o u s  c o n t a m i n a n t s  ( J O N A R D ,  1 9 8 6 ;  H A R T M A N N  e t  a l . ,  
1 9 9 0 )  a n d  w i t h  e n h a n c e d  p o t e n t i a l  f o r  t r u e - t o - t y p e  c l o n i n g  
f r o m  m a t u r e  p l a n t s  ( F R A N C L E T ,  1 9 8 3 ) .  T h e  p o s s i b i l i t y  t o  m i c r o -
g r a f t  J e s s  d i f î e r e n t i a t e d  s h o o t  t i p  t i s s u e s  m a y  h e l p  a l s o  i n  
r e d u c i n g  c o m p a t i b i l i t y  p r o b l e m s  b e t w e e n  s c i o n  a n d  s t o c k  
( L A C H A U D ,  1 9 7 5 ;  J O N A R D ,  1 9 8 6 ) .  
T h e  b e n e f i t s  o f  a p p l y i n g  g r a f t i n g  a n d  m i c r o g r a f t i n g  t o  A c a c i a  
m a n g i u m  a r e  o b v i o u s ,  c o n s i d e r i n g  t h e  n e e d  t o  i m p r o v e  t h e  
g e n e t i c  q u a l i t y  o f  t h e  p l a n t i n g  s t o c k  o f  t h i s  a t t r a c t i v e  f a s t  
g r o w i n g  s p e c i e s  w i t h  i n c r e a s i n g  c r o p  p o t e n t i a l  u n d e r  h u m i d  
t r o p i c s ,  e s p e c i a l l y  i n  S o u t h  E a s t  A s i a .  S o  f a r ,  i n d e e d ,  a i r  
l a y e r i n g  o r  " m a r c o t t a g e "  ( H A R T M A N N  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) ,  a l t h o u g h  n o t  
e a s y  t o  p e r f o r m  a n d  i n  s p i t e  o f  r a t h e r  m o d e r a t e  s u c c e s s ,  h a s  
b e e n  t h e  m o s t  w i d e l y  u s e d  n o n  d e s t r u c t i v e  m e t h o d  t o  v e g e t a -
t i v e l y  m u l t i p l y i n g  m a t u r e  A c a c i a  m a n g i u m  t r e e s  r e c a l c i t r a n t  
t o  p r o p a g a t i o n  b y  c u t t i n g s  < P O U P A R D  e t  a l . ,  1 9 9 4 ) .  
T h e  c a p a c i t y  f o r  g r a f t i n g  a n d  m i c r o g r a f t i n g  o f  j u v e n i l e  a n d  
m a t u r e  A c a c i a  m a n g i u m  t r e e s  w a s  t h e r e f o r e  i n v e s t i g a t e d  a n d  
t h e  r e s u l t s  a r e  r e p o r t e d  i n  t h i s  p a p e r .  
M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s  
S c i o n  s o u r c e  
M a t u r e  p l a n t  m a t e r i a l  s c i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  b a s a l  
p a r t  o f  t h e  c r o w n  o f  A c a c i a  m a n g i u m  t r e e s ,  p r o v e n a n c e  P a p u a  
N e w  G u i n e a ,  g r o w i n g  o u t d o o r s  i n  S a b a h  ( E a s t  M a l a y s i a ) ,  3 -
y e a r - o l d  s i n c e  s e e d  g e r m i n a t i o n  w h e n  t h e  f i r s t  g r a f t i n g  e x p e r i -
m e n t s  s t a r t e d ,  a n d  w h i c h  j u s t  e n t e r e d  t h e  f l o w e r i n g  s t a g e .  
J u v e n i l e  p l a n t  m a t e r i a l  s c i o n s  o r i g i n a t e d  f r o m  6  t o  8  m o n t h -
o l d  s e e d l i n g s ,  p r o v e n a n c e  P a p u a  N e w  G u i n e a ,  c o n t a i n e r -
c u l t i v a t e d  i n  t h e  n u r s e r y ,  c l o s e  t o  t h e  m a t u r e  o r t e t s .  
S e v e r a !  s a m p l e  c o l l e c t i o n s  w e r e  m a d e  a t  d i f î e r e n t  d a t e s  
s i m u l t a n e o u s l y  f o r  t h e  t w o  a g e  c l a s s e s  w h i c h  w e r e  s y s t e m a t i -
c a l l y  p a i r e d  d u r i n g  a i l  t h e  g r a f t i n g  a n d  m i c r o g r a f t i n g  p r o c e d u r -
e s .  
G r a f t i n g  t e c h n i q u e  
P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  ( d a t a  n o t  r e p o r t e d )  e s t a b l i s h e d  t h e  
s u p e r i o r i t y  o f  t h e  " t o p - c l e f "  g r a f t i n g  t e c h n i q u e  ( H A R T M A N N  e t  
a l . ,  1 9 9 0 )  o v e r  v a r i o u s  o t h e r  t y p e s  o f  g r a f t i n g  f o r  A c a c i a  m a n g i -
u m ,  a n d  t h i s  w a s  t h e r e f o r e  s e l e c t e d .  T o  e n s u r e  a  p r o p e r  
m a t c h i n g  o f  s t e m  s i z e  b e t w e e n  s c i o n s  a n d  r o o t s t o c k s ,  m a t u r e  
p l a n t  m a t e r i a l  s c i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  b a s a l  p a r t  o f  
1 0  c m  t o  2 0  c m  l o n g  e p i c o r m i c  s h o o t s  a r i s i n g  f r o m  l o w  b r a n c h e s  
o f  t h e  t r e e s ,  w h i l s t  j u v e n i l e  s c i o n s  w e r e  t a k e n  a t  a b o u t  t w o  
t h i r d s  o f  t h e  t o t a l  h e i g h t  o f  t h e  s e e d l i n g s .  R e g a r d l e s s  o f  t h e  a g e  
c l a s s ,  s c i o n s  c o n s i s t e d  o f  2  n o d e  s t e m  p o r t i o n s ,  5  c m  t o  7  c m  i n  
l e n g t h ,  w i t h  a b o u t  t w o  t h i r d s  o f  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  p h y l l o d e s  
r e m o v e d  i n  o r d e r  t o  l o w e r  e v a p o t r a n s p i r a t i o n  a n d  t o  r e d u c e  
w a t e r  s t r e s s  r i s k s .  T h e  l o n g e r  b a s a l  i n t e r n o d e ,  t r i m m e d  t o  f o r m  
a  " V "  1 5  m m  t o  2 5  m m  i n  l e n g t h ,  w a s  t h e n  i n s e r t e d  i n t o  t h e  
v e r t i c a l  s l i t  m a d e  i n  t h e  c e n t r a l  p a r t  o f  t h e  o n e  t h i r d  d e c a p i t a t -
e d  s t e m ,  a b o u t  3  m m  i n  d i a m e t e r ,  o f  t h e  r o o t s t o c k ,  a  6  t o  8  
m o n t h - o l d  s e e d l i n g  o f  t h e  s a m e  c h a r a c t e r i s t i c s  a s  t h e  o r t e t s  
u s e d  a s  s o u r c e  o f  j u v e n i l e  p l a n t  m a t e r i a l  s c i o n s .  P a r a f i l m  t a p e  
w a s  u s e d  t o  t i e  t h e  s c i o n  t o  t h e  s t o c k ,  a n d  t h e  u n i o n  w a s  c o v e r -
e d  w i t h  g r a f t i n g  w a x ,  f o l l o w i n g  t h e  r e c o m m e n d a t i o n s  f o r  t o p -
c l e f t  g r a f t i n g  ( H A R T M A N N  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  g r a f t e d  s t o c k s  w e r e  
t h e n  p l a c e d  u n d e r  5 0 %  s h a d e  w i t h  i n t e n n i t t e n t - m i s t  w a t e r  
s p r a y s  p r o v i d e d  b y  a  m i s t  s y s t e m  ( P O U P A R D  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  d u r i n g  
3  t o  4  w e e k s  t o  a v o i d  a n y  d e s i c c a t i o n  d a m a g e  u n t i l  t h e  u n i o n  
w a s  s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d .  
M i c r o g r a f t i n g  t e c h n i q u e  
T h e  i n  v i t r o  r o o t s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  A c a c i a  m a n g i u m  
s e e d s ,  p r o v e n a n c e  P a p u a  N e w - G u i n e a ,  f i r s t  s o a k e d  f o r  
5  s e c o n d s  t o  1 0  s e c o n d s  i n  b o i l i n g  w a t e r ,  t h e n  s u r f a c e - s t e r i l i z e d  
b y  i m m e r s i o n  f o r  5  m i n  i n  7 0 %  e t h a n o l  a n d  t h e n  i n  l % o  H g C l
2  
a q u e o u s  s o l u t i o n .  A f t e r  3  a b u n d a n t  r i n s e s  i n  s t e r i l i z e d  u l t r a -
p u r e  w a t e r ,  t h e  s e e d s  w e r e  p l a c e d  i n d i v i d u a l l y  i n  a s e p t i c  c o n d i -
t i o n s  o n  2 0  m m  x  3 0  m m  " S o r b a r o d "  c e l l u l o s i c  p l u g s  i n  2 1  m m  x  
1 5 0  m m  g l a s s  t e s t  t u b e s  c o v e r e d  w i t h  p o l y p r o p y l e n e  c a p s .  T h e  
p l u g s  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  s a t u r a t e d  w i t h  5  m l  o f  a  l i q u i d  m e d i -
u m  c o n s i s t i n g  o f  h a l f - s t r e n g t h  M U R A S H I G E  a n d  S K O O G  ( 1 9 6 2 )  
m a c r o  a n d  m i c r o n u t r i e n t s ,  w i t h  2 0  g J -
1  
s u c r a s e  a n d  w i t h  p H  
a d j u s t e d  t o  5 . 5  t o  5 . 6  p r i o r  t o  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 0  ° C  a n d  9 5  k P a  
f o r  2 0  m i n .  C u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  u n d e r  a  1 6 - h  p h o t o -
p e r i o d  ( 5 0  t o  6 0  µ m o l  m -
2  
s -
1
,  " T L D  3 6 W / 8 4  P h i l i p s "  f l u o r e s c e n t  
l a m p s )  a t  2 8 / 2 2  ±  2  ° C  l i g h U d a r k .  l n  t h e s e  c o n d i t i o n s  6 0 %  t o  
8 0 ' k  o f  t h e  s e e d s  g e r m i n a t e d  t o  d e v e l o p  w i t h i n  2  t o  3  m o n t h s  
i n t o  y o u n g  s e e d l i n g s  w i t h  e l o n g a t i n g  e p i c o t y l  s u i  t a b l e  f o r  g r a f t -
i n g .  
T h e  s c i o n s  u s e d  f o r  m i c r o g r a f t i n g  o r i g i n a t e d  f r o m  s h o o t  
a p i c a l  p o r t i o n s  o f  t h e  t w o  c a t e g o r i e s  o f  p l a n t  m a t e 1 · i a l .  I m m e -
d i a t e l y  a f t e r  c o l l e c t i o n ,  t h e  s h o o t  t i p s  w e r e  s p r a y e d  w i t h  7 0 7 , ,  
e t h a n o l ,  t h e n  w r a p p e d  i n  u l t r a - p u r e  w a t e r  m o i s t e n e d  t i s s u e  
p a p e r  b e f o r e  d i s s e c t i o n  u n d e r  a  b i n o c u l a r  m i c r o s c o p e  w i t h  a  
c o l d  l i g h t  s o u r c e .  F r o m  t h a t  s t a g e  o n w a r d s ,  a i l  t h e  m a n i p u l a -
t i o n s  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  a  l a m i n a r  O o w  h o o d ,  i n  a s e p t i c  
F i g u r e  1 .  - f o  v i t r o  m i c r o g r a f t e d  s h o o t  a p e x  ( S )  
o f  m a t u r e  A c a c i a  m a n g i w n  o r t e t  s t a r t i n g  t o  
e l o n g a t e ,  w i t h  i t s  " V "  s h a p c d  b a s a l  w e d g e  
c o n n c c t e d  t o  t h e  r o o t s t . o c k  ( R )  t i s s u e s  a t  t h e  
g r a f t i n g  p o i n t  ( G P ) .  
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conditions . .After removal of the outer young phyllodes, the 
shoot apex, ranging from 300 µm to 400 µm in height, plus a 
short "V" shaped basal wedge of underlying tissues, was ex-
cised to be quickly and carefully inserted into a small vertical 
slit made in the center of the top eut surface resulting from the 
decapitation of the rootstock epicotyl, like for a miniaturized 
"cleft-graft" (HARTMANN et al., 1990), as illustrated in figure 1. 
The possibility to draw the rootstock out of the tube without 
damaging its root system was achieved thanks to the "Sor-
barod" plug which facilitated the manipulations. Once grafted, 
the seedlings were returned to the initial environmental condi-
tions taking care to remove the numerous axillary shoots 
produced by the stock to avoid competition with scion develop-
ment. 
Evaluation of grafting and micrografting success 
Grafting success rate was established 2 months after graft-
ing by recording the number of scions still alive out of the 15 
grafts carried out per sampling date for the 2 categories of 
plant material. 
Success rate for micrografting was defined as the number of 
grafts successfully established (scions still alive and eventually 
exhibiting some potential for further elongation) out of the 12 
micrografts performed for each sample, 3 months after the date 
of micrografting. In addition, elongating scions were recorded 
and measui-ed. 
The data were statistically analyzed using the x2-PEARS0N's 
test or the analysis of variance test CF-test) after the success 
rates had been transformed to arcsin Vx (SNEDECOR and 
COCHRAN, 1957), to detennine significant differences (P < 0.05 
level of probability) among the 2 origins. 
Results 
Data provided in table 1 establish that in uiuo grafting of 
Acacia mangium was greatly influenced by the age of the ortet 
tP < 0.001, F-test). On average 48.6% of scions coming from 
juvenile plant material were successfully grafted and develop-
Table 1. - In vivo grafting and in vitro micrografting success rates for 
scions collected at different dates from juvenile and mature Acacia 
mangium ortets and submitted exactly to the same experimental 
conditions. 
IN VIVO GRAFTING 
Oates of scion 
-----
conection 
4-12-1991 
13-12-1991 
27-12-1991 
28-1-1992 
18-2-1992 
6-3-1992 
30-12-1993 
Averaoe rate 
of success 
'Mo± S .D. 
Success rate 
Juvenile Mature 
6/15 0/15 
5/15 0/15 
2/15 0/15 
12/15 0/15 
8/15 0/15 
11/15 0/15 
7/15 0/15 
51/105 0/105 
48 .6H.9 0 
IN VITRO MICROGRAFTING 
Dates of scion 
coUecüon 
22-9-1994 
5-10-1994 
2-11-1994 
24-11-1994 
16-12-1994 
21-12-1994 
29-12-1994 
Success rate 
Juvenile 
2/12' 
5/10 
6/12 
7/12 
7/12 
5/11 
10/12 
Mature 
6/12 
4/11 
3/10 
7/12 
7 /11 
4/11 
5/12 
42/81 36/79 
51.8±5.5 45.6±5.6 
*J initia lly 12 micrografts werc performed for bath ages of plant 
mate rial s; somc were lost due to fungal contaminations. 
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Figure 2. - Comparative mean length 3 months after micrografting of 
in vitro elongating scions collected from juvenile and mature Acacia 
rnangium ortets at differcnt dates and submitt.cd cxactly to the same 
experimental conditions. The number of scions which wcrc elongating 
and measured is given for each sample. 
ed into new shoots, whereas when using scions from mature 
ortets all the grafts failed. The marked difTerence between 
juvenile and mature plant material as regards their capacity 
for in uiuo grafting, disappeared when using the shoot apex 
micrografting technique. It gave similar average success scores 
of 51.8'k and 45.6'k respectively. However, in contrast to in 
uiuo grafting several of the successfully established in L'itro 
micrografts were still resting 3 months after micrografting. 
The proportion was significantly higher for micrografts deri\"ed 
from mature ortets <P < 0.001, x2-test). Only 15 out of 36 had 
begun to rnsume growth at that time (Figure ]), as compared to 
36 out of 42 for the juvenile plant mate1·ial. Although the 
growing scions from the juvenile source were generally obsen·-
ed to elongate faster than their homologs from the mature 
ortets (Figure 2), the within sample variability did not allow to 
point out any significant difTerence in terms of scion length 
between the 2 age classes 3 months after micrografting. 
Discussion 
The current study indicates that although Acacia mangium 
can be grafted, success rates in in uiuo conditions are rather low 
compared to other species and highly dependent upon the age 
of the donor tree. As a matter of fact, scion capacity to produce 
a callus, which can be considered as a characteristic wound 
response in plants (MOORE, 1981) and commonly reported as a 
prerequisite of grafting success (BARNETI and WEATHERHEAD. 
1988; HARTMANN et al., 1990), was observed to be quite weak in 
this species, especially for mature plant material as was 
already noticed when studying rooting of cuttings (POUPARD et 
al., 1994; MONTEUUIS et al., 1995). The fact that flushing shoots 
produced by regularly hedged 3-year-old stock plants give rise 
to similar grafting scores as shoots from young seedlings 
(unpublished data) contrasts with scions taken from crown 
branches which tends to demonstrate the negative influence of 
increasing ontogenetical ageing (FORTANIER and JONKERS, 1976) 
of scions on their ability to be successfully grafted, in the same 
way as it has been observed for adventitious rooting potential 
of cuttings (MONTEUUIS et al., 1995). 
The micrografting approach seems to neutralize the impact 
of ontogenetical ageing considered for the whole tree, since the 
2 compared origins of micrografted shoot apices did not difTer 
significantly in terms of potential for callus formation, giving 
rise to similar overall grafting success rates, although the 
apices originaied from mature ortet crown were ontogenetically 
o l d e r  t h a n  t h e  o n e s  c o m i n g  f r o m  j u v e n i l e  s e e d l i n g s .  P a r t i c u l a r -
l y ,  i n  c o n t r a s t  w i t h  t h e  5  c m  t o  7  c m  l o n g  s c i o n s  u s e d  f o r  i n  v i v o  
g r a f t i n g  w h i c h  a i l  f a i l e d ,  4 6 %  o f  t h e  m a t u r e  d e r i v e d  s h o o t  
a p i c e s  p r o d u c e d  a  c a l l u s  t h a t  a l l o w e d  t h e m  a t  l e a s t  t o  s u r v i v e .  
T h i s  i l l u s t r a t e s  t h e  p o s s i b i l i t y  o f  f i n d i n g  w i t h i n  o n t o g e n e t i c a l l y  
m a t u r e  s h o o t s  t h a t  h a d  a l r e a d y  e n t e r e d  t h e  f l o w e r i n g  s t a g e  
s o m e  l e s s  d i f f e r e n t i a t e d  s h o o t  t i p  t i s s u e s  c l o s e  t o  t h e  a p i c a l  
m e r i s t e m  t h a t  c o u l d  e x p r e s s  a  s i m i l a r  p o t e n t i a l ,  a t  l e a s t  f o r  
c a l l u s  f o r m a t i o n ,  a s  t h o s e  p r o d u c e d  b y  j u v e n i l e  s e e d l i n g s .  T h i s  
h a s  b e e n  o b s e r v e d  f o r  o t h e r  s p e c i e s  a l s o  ( M O N T E U U I S ,  1 9 9 1 ) .  A s  
f a r  a s  t h e  p o t e n t i a l  f o r  g r a f t i n g  i s  c o n c e m e d  L A C H A U D  ( 1 9 7 3 )  
d i s t i n g u i s h e d  b e t w e e n  a g e i n g  o f  s c i o n  t i s s u e s ,  r e f e r r e d  t o  a s  
" â g e  l o c a l "  a n d  a g e i n g  o f  t h e  w h o l e  d o n o r  t r e e  - " â g e  g é n é r a l " .  
H o w e v e r ,  t h e  f a c t  t h a t  t h e  s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d  m i c r o g r a f t -
e d  a p i c e s  o f  m a t u r e  o r i g i n  w e r e  m o r e  r e c a l c i t r a n t  t o  e l o n g a t e  
t h a n  t h e i r  h o m o l o g s  o r i g i n a t i n g  f r o m  j u v e n i l e  s e e d l i n g s  m i g h t  
b e  d u e  t o  p h y s i o l o g i c a l  a n d  b i o c h e m i c a l  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  
t w o  o n g m s  o f  s h o o t  a p i c e s ,  m o s t  p r o b a b l y  c a u s e d  
b y  p h y s i o l o g i c a l  a g e i n g  ( L A C H A U D ,  1 9 7 5 ;  H A C K E T T ,  1 9 8 3 ;  
M O N T E U U I S ,  1 9 8 9 ) .  W i t h  r e f e r e n c e  t o  o t h e r  w o r k s  ( M O N T E U U I S ,  
1 9 8 7  a n d  1 9 9 1 ) ,  t h e  p o s s i b i l i t y  t o  r e d u c e  t h e  s i z e  o f  t h e  
m i c r o g r a f t e d  s h o o t  a p i c e s  t o  o n l y  t h e  t r u e  a p i c a l  m e r i s t e m  m a y  
h e l p  t o  c o u n t e r a c t  s u c h  n e g a t i v e  e f f e c t s  o f  p h y s i o l o g i c a l  a g e i n g  
o n  t h e  p o t e n t i a l  f o r  o r g a n o g e n e s i s  o f  t h e  m a t u r e  p l a n t  
m a t e r i a l .  E x p e r i m e n t s  c u I T e n t l y  u n d e r  w a y ,  a l t h o u g h  
t e c h n i c a l l y  h a n d i c a p p e d  b y  t h e  v e r y  t i n y  s i z e  o f  t h e  A c a c i a  
m a n g i u m  s h o o t  a p i c a l  m e r i s t e m ,  m a y  a n s w e r  t o  w h a t  e x t e n t  
t h i s  w i l l  p r o v e  p o s s i b l e .  
C o n c l u s i o n  
S h o o t  a p e x  m i c r o g r a f t i n g  h a s  t o  b e  c o n s i d e r e d  a s  a n  h e l p f u l  
a l t e r n a t i v e  t o  i n  v i v o  g r a f t i n g  f o r  A c a c i a  m a n g i u m ,  e s p e c i a l l y  
f o 1 ·  p l a n t  m a t e r i a l  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  c r o w n  o f  m a t u r e  o r t e t s .  
I n  a d d i t i o n  t o  r e j u v e n a t i o n  p r o s p e c t s ,  t h e  i m p o r t a n c e  o f  
w h i c h  h a s  t o  b e  e m p h a s i z e d  f o r  c l o n a l l y  p r o p a g a t i n g  t r u e - t o -
t y p e  m a t u r e  A c a c i a  m a n g i u m  g e n o t y p e s ,  m i c r o g r a f t i n g  w a s  
f o u n d  t o  b e  a n  e f f i c i e n t  t e c h n i q u e  o v e r c o m i n g  t i s s u e  c u l t u r e  
c o n t a m i n a t i o n  p r o b l e m s ,  p a r t i c u l a r l y  t h o s e  o f  e n d o g e n o u s  
o r i g i n ,  w h i c h  a r e  t o  d a t e  s e r i o u s  i m p e d i m e n t s  t o  m i c r o p r o p a g a -
t i o n  p r o g r a m m e s  o f  t h i s  e c o n o m i c a l l y  i m p o r t a n t  f o r e s t  t r e e  
s p e c i e s .  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
T h e  a u t h o r  i s  i n d e b t e d  t o  P I S P  s t a f f  f o r  s u p p l y i n g  t h e  A c a c i a  
m a 1 1 g i u m  s e e d l i n g s  u s e d  a s  r o o t s t o c k s  f o r  i n  u i u o  g r a f t i n g .  
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( 1 9 8 3 ) .  - H A R T M A N N ,  H .  T . ,  K E s T E R ,  D .  E .  a n d  D A V Œ S ,  F .  T . :  P l a n t  
p r o p a g a t i o n :  p r i n c i p l e s  a n d  p r a c t i c e s .  5 t h  e d .  ( E d s .  H A R T M A N N ,  H .  T . ,  
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b i l i t é  d e s  g r e f f e s  e t  v i e i l l i s s e m e n t  c h e z  l e s  v é g é t a u x .  I I .  L ' i n c o m p a t i b i l i t é  
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Influence of the grafting technique on meristem 
micrografting of Douglas-fir 
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Application. The described technique allows micrografting of shoot meristems of Douglas 
fir (Pseudotsuga menziesii). This should aid vegetative propagation effons for the species as 
meristem micrografting can reduce the risk of graft incompatibility and may induce rejuvena-
tion of mature selected genotypes . 
Abstract. Three techniques for in vitro micrografting of shoot meristems from a 15-year-old 
clone of Douglas fir (Pseudotsuga menziesii) were compared. Although micrografting was 
feasible with ail three procedures, the success rate was greatly inftuenced by the type of graft 
used. The best score (50% success) was obtained when using a miniaturized side-grafting 
technique. The micrografts, which could be easily acclimatized to in vivo conditions, exhibited 
however substantial variability with regard to scion development. 
Introduction 
Douglas tir (Pseudotsuga menziesii) is one of the world 's most important 
timber species and has been introduced into many temperate countries from 
its native range of western North America. Given its attractive features, man y 
years of effort have been devoted in tree improvement programs toward 
development of vegetative propagation techniques. However, progress has 
been handicapped by reactions of incompatibility in grafts, and by the negative 
effects of the maturation process on the adventitious rooting capacity of the 
cuttings (Goldfarb and Zaerr 1989). 
Micrografting apical meristems of mature selected Douglas fir genotypes 
should constitute ajudicious means to solve these problems as reèently noted 
by Pullman and Timmis (1992), and combine the advantages of meristem cul-
tures with those of grafting as broadly reviewed by Burger (1985) and Jonard 
( 1986). The possibility of recovering juvenility (Doorenbos 1953; Tranvan et 
al. 1991; Pullman and Timmis 1992), especially true-to-type cloning ability 
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f o r  g r a f t e d  p l a n t  m a t e r i a l  ( F r a n c l e t  1 9 8 3 ;  P l i e g o - A l f a r o  a n d  M u r a s h i g e  1 9 8 7 ;  
H u a n g  e t  a l .  1 9 9 2 )  a n d  t h e  e x p e c t a t i o n  o f  r e d u c i n g  i n c o m p a t i b i l i t y  r i s k s  b y  
g r a f t i n g  m e r i s t e m a t i c  t i s s u e s  a r e  m a j o r  a r g u m e n t s  i n  f a v o r  o f  t h i s  t e c h n o l o g y ,  
w h i c h  h a s  a l r e a d y  b e e n  s u c c e s s f u l l y  a p p l i e d  t o  o t h e r  c o n i f e r o u s  s p e c i e s  
( M o n t e u u i s  1 9 8 6 ;  D u m a s  e t  a l .  1 9 8 9 ;  G o l d f a r b  e t  a l .  1 9 9 3  ) .  
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
O b t a i n i n g  i n  v i t r o  r o o t s t o c k s  
T h e  i n  v i t r o  s e e d l i n g s  u s e d  a s  r o o t s t o c k s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  D o u g l a s  f i r  
s e e d s  t h a t  w e r e  s u r f a c e - s t e r i l i z e d  b y  i m m e r s i o n  f o r  2 0  m i n  i n  a q u e o u s  7 %  
C a ( O C l ) i ,  f o l l o w e d  b y  3  m i n  i n  7 0 %  e t h a n o l .  S e e d s  w e r e  t h e n  r i n s e d  3  
t i m e s  a n d  r e t a i n e d  o v e m i g h t  i n  s t e r i l e  d i s t i l l e d  w a t e r .  l n d i v i d u a l  s e e d s  w e r e  
p l a c e d  o n  2 0  x  3 0  m m  c e l l u l o s e  a c e t a t e  " S o r b a r o d "  c y l i n d r i c  c o n t a i n e r s  
( B a u m g a r t n e r  P a p i e r  S A ,  L a u s a n n e ,  S w i t z e r l a n d )  i n  2 5  x  2 0 0  m m  g l a s s  t e s t  
t u b e s .  T h e  S o r b a r o d s  w e r e  p r e v i o u s l y  s a t u r a t e d  w i t h  5  m l  o f  l i q u i d  m e d i u m  
c o n s i s t i n g  o f  L e p o i v r e ' s  ( Q u o i r i n  e t  a l .  1 9 7 7 )  h a l f  s t r e n g t h  m a c r o n u t r i e n t s ,  
M u r a s h i g e  a n d  S k o o g  (  1 9 6 2 )  m i c r o n u t r i e n t s ,  3 0  g / 1  s u c r a s e  a n d  5  g / 1  a c t i v a t e d  
c h a r c o a l .  T h e  m e d i u m  w a s  a u t o c l a v e d  a t  1 2 0  ° C  f o r  2 0  m i n .  
C u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  u n d e r  a  1 6  h  p h o t o p e r i o d  w i l h  a  p h o t o n  f l u x  
d e n s i t y  o f  6 0 - 7 0  t L m o l  m -
2  
s -
1  
p r o v i d e d  b y  " S y l v a n i a  C o o l  W h i t e "  f l u o r e s -
c e n t  l a m p s  a t  2 5 / 2 2  ±  2  ° C ,  l i g h t / d a r k .  I n  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  5 0  t o  7 0 %  o f  t h e  
g e r m i n a n t s  d e v e l o p e d ,  w i t h i n  2  t o  3  m o n t h s ,  i n t o  y o u n g  s e e d l i n g s  w i t h  f u l l  y  
e x p a n d e d  c o t y l e d o n s  a n d  a n  e l o n g a t i n g  e p i c o t y l  s u i t a b l e  f o r  g r a f t i n g .  
S c i o n  o r i g i n  
T h e  a p i c a l  m e r i s t e m s  u s e d  a s  s c i o n s  o r i g i n a t e d  f r o m  v e g e t a t i v e  b u d s  p r o -
d u c e d  b y  r o o t e d  c u t t i n g s  o b t a i n e d  b y  s e r i a l  p r o p a g a t i o n  o f  a  s i n g l e  g e n o t y p e  
o f  D o u g l a s - F i r  ( P s e u d o t s u g a  m e n z i e s i i )  a g e d  1 5 - y e a r s  s i n c e  s e e d  g e r m i n a -
t i o n .  T h e s e  3  t o  4 - y e a r - o l d  r o o t e d  c u t t i n g s  w e r e  k e p t  i n t e n s i v e l y  c u l t i v a t e d  
a n d  h e d g e d  o u t d o o r s  a t  A F O C E L ,  D o m a i n e  d e  !  ' E t a n ç o n ,  F r a n c e .  S e v e r a !  
s a m p l e  c o l l e c t i o n s  c o r r e s p o n d i n g  t o  d i f f e r e n t  d a t e s  w e r e  p e r f o r r n e d  d u r i n g  
t h e  y e a r .  
G r a f t i n g  t e c h n i q u e  
I m m e d i a t e l y  u p o n  c o l l e c t i o n ,  b u d s  w i t h  a  s h o r t  p o r t i o n  o f  s h o o t  u n d e m e a t h  
w e r e  d i p p e d  f o r  a  f e w  s e c o n d s  i n  7 0 %  e t h a n o l .  T h e  a p i c a l  m e r i s t e m  w a s  
a s e p t i c a l l y  d i s s e c t e d  f r o m  e a c h  b u d  w i t h  t h e  a i d  o f  a  b i n o c u l a r  m i c r o s c o p e  
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Fig. 1. Micrografted meristems of Pseudotsuga menziesii (arrowheads) illustrating the 
"side-grafting" (a), the "cleft-grafting" (b) and the "top-grafting" (c) techniques described 
in the text. 
and a cold light source. Apical meristems ranged from 100 to 250 µm in 
height and from 200 to 400 µm in width according to the seasonal growth 
phases (Owens and Molder 1973). 
Three different techniques of micrografting (i "side-grafting", ii "cleft-
grafting" and iii "top-grafting") involving at least 10 meristems per treatment 
were compared for each collection. "Side-grafting", originally developed 
on Sequoiadendron giganteum (Monteuuis 1986) consisted of inserting the 
excised meristem with a short wedge of underlying tissues into a lateral eut 
made between two cotyledons of the in vitro seedling rootstock (Fig. I a). 
In "cleft-grafting" the meristem was also removed with a short "V" shaped 
basal wedge of underlying tissues to be inserted into a small vertical split 
made in the center of the top eut surface, resulting from the decapitation of 
the elongating epicotyl of the rootstock (Fig. I b). "Top-grafting" as initially 
described by Navarre et al. (1975) consisted of placing the horizontal eut 
section of the excised meristem onto the top eut surface of the decapitated 
rootstock epicotyl (Fig. le). The basal wedges produced in techniques i and 
ii did not exceed 250 µm in height. Once grafted, specimens were returned 
to the environmental conditions as previously described. 
Care of the g rafted plants and acclimatization 
Every 2 to 3 months, 2 ml of the sterilized liquid medium were provided 
in aseptic conditions to the grafted rootstocks maintained in their original 
test tube. After the grafted meristem underwent new organogenesis (leaf 
formation and further expansion) indicating that connection with the stock had 
occurred (Fig. 2), the rootstock epicotyl ("side-grafting" technique) was eut 
off. Similarly, any axillary shoots produced by the stock was systematically 
removed to avoid competition. 
2 7 0  
F i g .  2 .  F i r s t  p h a s e s  o f  s c i o n  d e v e l o p m e n t  s h o w i n g  g r a f t  u n i o n  c a l l u s ,  e x p a n s i o n  o f  n e w  
l e a v e s ,  a n d  s t e m  e l o n g a t i o n .  
T h e  t r a n s f e r  o f  t h e  g r a f t e d  p l a n t s  t o  t h e  g r e e n h o u s e  w a s  a c h i e v e d  p r e f e r -
a b l y  i n  s p r i n g .  P l a n t s  w e r e  c a r e f u l l y  r e m o v e d  b y  h a n d  f r o m  t h e  S o r b a r o d s ,  
p o t t e d  i n  1 - L  c o n t a i n e r s  f i l l e d  w i t h  h o r t i c u l t u r a l  p e a t - p e r l i t e  ( 5 0 : 5 0 ,  v / v )  m i x -
t u r e  a n d  w a t e r e d  w i t h  a n  a q u e o u s  s o l u t i o n  o f  A l i e t t e  ( 2  g / 1 ) .  T h e  p o t s  w i t h  
t h e  g r a f t e d  p l a n t s ,  s p r a y e d  w i t h  2  g / 1  o f  B e n l a t e ,  w e r e  i n d i v i d u a l l y  c o v e r e d  
w i t h  t h i n  p o l y e t h y l e n e  b a g s  t o  m a i n t a i n  h i g h  r e l a t i v e  h u m i d i t y  ( 8 0 - 8 5 % ) .  
A f t e r  2  t o  4  w e e k s ,  t h e  b a g s  w e r e  p r o g r e s s i v e l y  r e m o v e d  t o  a c c l i m a t i z e  t h e  
s p e c i m e n s  ( F i g .  3 ) ,  a n d  t h e i r  d e v e l o p m e n t  w a s  t h e n  s t i m u l a t e d  b y  a p p l i c a t i o n  
o f  N - P - K  I i q u i d  f e r t i l i z e r s .  
R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
T h e  r a t e  o f  s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d  m i c r o g r a f t s  ( o r g a n o g e n i c  g r a f t e d  m e r i s -
t e m s  d i v i d e d  b y  t h e  t o t a l  n u m b e r  o f  g r a f t s  p e r f o r m e d )  w a s  s i g n i f i c a n t l y  
i n f l u e n c e d  ( P  <  0 . 0 0 1  w h e n  a p p l y i n g  t h e  C h i - s q u a r e  t e s t )  b y  t h e  g r a f t i n g  
t e c h n i q u e .  O n  a v e r a g e ,  t h e  s i d e - g r a f t i n g  t e c h n i q u e  ( i )  g a v e  t h e  b e s t  r e s u l t s  
w i t h  5 0 %  s u c c e s s f u l  g r a f t s  (  4 1  o u t  o f  8 2 ) ,  w h e r e a s  o n l y  2 8 . 4 %  ( 2 3 / 8 1 )  a n d  
8 . 6 %  ( 7 / 8 1 )  o f  t h e  c l e f t - g r a f t e d  ( i i )  a n d  t o p - g r a f t e d  ( i i i )  m e r i s t e m s  r e s p e c -
t i v e l y  r e s p o n d e d  p o s i t i v e l y .  F o r  m e r i s t e m s  r e m o v e d  w i t h  a  b a s a l  w e d g e  o f  
t i s s u e s ,  g r a f t i n g  b e t w e e n  t w o  c o t y l e d o n s  o n  t h e  s i d e  ( i )  w a s  f o u n d  m o r e  
e f f i c i e n t  t h a n  o n  t h e  t o p  ( i i )  o f  t h e  s e e d i n g  s t o c k  ( 5 0 %  v s  2 8 . 4 % ,  P  <  0 . 0 5  
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Fig. 3. Acclimated JJ seudo rsuga menziesii micrograft. The sides of the background squ ares 
are each 1 cm. 
- Chi-square tes t). For the grafts performed on the top of the decapitated 
rootstocks, it appeared thal meristems removed with a wedge of underlying 
tissues (ù) reacted s ignificantly better than those without (iii) (28.4% vs 8.6% 
respectively, P < 0.01 - Chi -square test) . 
As far as we are aware. this is the first work to report micrografting of 
Douglas fir shoot meri stems with success rates that cou Id make the technique 
a viable substitute for meristem culture on synthetic media, which itself 
remains problematic (Goldfarb and Zaerr 1989, Pullman and Timmis 1992). 
It should be emphasized that the techniques developed, especially the side-
grafting, required high dexterity and rapidity. In this respect, the "Sorbarod" 
plug greatly aided the removal of specimens from their culture tubes without 
damaging the root system. The "Sorbarod" also facilitated the transfer to horti-
cultural substrate for this species which is recognized as having a sensitive root 
system. Using meristems instead of buds for in vitro grafting of outdoor grown 
Douglas fir plant material allows one to minimize sterilization techniques 
that can be damaging for the grafted tissues, and dodges the problem of 
stem size differences between scions and in vitro produced stocks noticed by 
Pullman and Timmis (1992). From the data communicated, it appears that 
in vitro grafting of meristems could give better results than grafting of buds 
removed from similar age plants. This could be due to differences in terrns 
of tissue maturity (Lachaud 1975) between the grafted buds and the juvenile 
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i n  v i t r o  r o o t s t o c k  w h i c h  a r e  n o t  a s  p r o n o u n c e d  w i t h  m e r i s t e m s  a n d  t h e  s a m e  
r o o t s t o c k .  
I t  h a s  t o  b e  o b s e r v e d ,  h o w e v e r ,  t h a t  w h a t e v e r  t h e  t e c h n i q u e  u s e d ,  t h e  
s u c c e s s f u l  m i c r o g r a f t s  e x h i b i t e d  n o t i c e a b l e  v a r i a b i l i t y  i n  t e r r n s  o f  f u r t h e r  
d e v e l o p m e n t  o f  t h e  s c i o n ,  f r o m  a  r e s t i n g  s c a l y  b u d  t o  a n  a c t i v e l y  e x p a n d i n g  
j u v e n i l e - l i k e  s h o o t  ( F i g .  3 ) .  S u c h  i n t r a c l o n a l  v a r i a b i l i t y  w a s  o b s e r v e d  e v e n  
f o r  m e r i s t e m s  r e m o v e d  a t  t h e  s a m e  d a t e  f r o m  t h e  d o n o r  p l a n t .  T h i s  c o u l d  b e  
d u e  t o  s e v e r a l s  f a c t o r s  s u c h  a s  t h e  q u a l i t y  o f  t h e  g r a f t  c o n n e c t i o n ,  t h e  g e n e t i c  
d i v e r s i t y  o f  t h e  s e e d l i n g s  u s e d  a s  r o o t s t o c k s ,  o r  t h e  p h y s i o l o g i c a l  s t a t u s  o f  
t h e  e x c i s e d  m e r i s t e m  a t  t h e  t i m e  o f  i t s  r e m o v a l  f r o m  t h e  d o n o r  p l a n t .  F u r t h e r  
s t u d i e s  o n  h e t e r o g e n e i t y  o f  r e s p o n s e s  o b s e r v e d  h e r e ,  a s  w e l l  a s  f o r  o t h e r  
s p e c i e s  ( D u m a s  e t  a l .  1 9 8 9 ,  T r a n v a n  e t  a l .  1 9 9 1  ) ,  a r e  n e e d e d  t o  d r a w  t h e  b e s t  
b e n e f i t  o f  t h i s  t e c h n o l o g y .  
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Abstract 
Shoot apical meristems of seedling and mature eastern white pinc trees were exciscd and grown in vitro. Placing the 
meristems on filtcrs instead of dircctly on agarosc-solidified nutrient medium cnhanccd surviva l of both juvenilc 
and mature meri stems. Applying forcing treatments lo mature branches improved survival and growth of di ssccted 
mcri stcms compared with meristems from non-forced branches in cxperimcnts conductcd over two years. No 
consistent differences were observed among 2-, 4-, and 6-week fo rcing lreatmenls . Including 5.37 nM (0.001 mg 
1- 1) 1-naphthalcneacetic acid in the culture medi um did not affect mcristcm survival or growth. Some meri stcms 
from seed lings grcw rapidly, produced primary !caves, underwenl internodeelongation, and in threccascs, produced 
adventitious roots. Meristems from mature trces did not grow as rapid ly as seedling mcrislems. The leaves produced 
hy mature meristcms appearcd Lo be sca le leavcs and a few of these had brachyblast primordia in the axils. The 
shoots dcrived from mature meristcms did not produce adventitious roots. 
Ahhre,·iations: BA - 6-bcnzyladeninc; NAA - 1-naphthalcncacelic acid 
Introduction 
The shoot apical meristem gives rise to ail aerial pl ant 
pans (reviewed in Sussex, 1989; Medford, 1992). In 
perennial plants, the developmental characteristics of 
shoots can vary according to a process known as mat-
uration (reviewed in Greenwood and Hutchison , 1993; 
Lawson and Poethig, 1995). Leaf morphology is one 
characleristic that changes with plant age. Another 
importan t maturational change is the decline in the 
abi lity of stem cuttings to form adventitious roots as 
the donor plant matures (reviewed in Hackett, 1988). 
It has been hypothesized that the maturational state 
of a ti ssue is de termined by the meristem from which 
il was derived (Bonga, 1987). The maturation stale 
of a meristem, in turn , may be affected by the sig-
nais received as a result of ils location on the plant. Il 
has been observed that removi ng meristems from the 
mature surrounding ti ssues of older plants can release 
the meristems juvenile potential (Monteuuis , 1988). 
For example, an cxcised shoot apical meristem of a 
100-year-o ld Sequoiadendron gigantermz tree yielded 
shoots that displayed juvenile organogenic, morpho-
log ical, (Monleuuis , 1991) and biochemical (Bon and 
Monteuuis, 1991) characterislics. 
Because of the importance of the shoot apical 
meristem for woody plant developmenl, its potential 
importance in determ ining maturation, and the diffi-
culty of asex uall y propagating mature eastern white 
pine (Pinus strobus L.), il would be advantageous to 
have a system for culluring shoot apical meristems of 
this species in vitro. This system could potentially be 
used to study the internai and ex ternat factors control-
ling developmenl and for testing for rejuvenation by 
meristem excision and culture. 
In preliminary experiments, cultured meristems 
from both mature trees and seedlings showed very 
poor survival. We tested a number of medium com-
ponents including sugar type and concentration, inor-
ganic nutrient formulation, gelling agent, auxins and 
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c y t o k i n i n s ;  b u t  n o n e  o f  t h e s e  f a c t o r s  s u b s t a n t i a l l y  
i m p r o v e d  s u r v i v a l .  A s  a  r e s u l t  o f  t h e s e  p r e l i m i n a r y  
e x p e r i m e n t s ,  w e  c h o s e  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  c u l t u r -
i n g  t h e  m e r i s t e m s  o n  a  f i l  t e r  p l a c e d  u p o n  t h e  a g a r o s e -
s o l i d i f i e d  m e d i u m  i m p r o v e d  s u r v i v a l .  O b t a i n i n g  h i g h -
e r  s u r v i v a l  w o u l d  a l l o w  u s  t o  t e s t  t h e  e f f e c t s  o f  f o r c i n g  
t r e a t m e n t s  o n  m e r i s t e m  s u r v i v a l  a n d  g r o w t h  a n d  f o r  
p o s s i b l e  r e j u v e n a t i o n  o f  e x c i s e d  m e r i s t e m s .  
T h e  o b j e c t i v e s  o f  t h e s e  s t u d i e s  w e r e  t o  d e t e r m i n e  
i f :  
- m c r i s t e m  s u r v i v a l  i s  i m p r o v e d  b y  c u l t u r i n g  m e r i s -
t c m s  o n  f i l t e r s ,  
- m e r i s t e m  s u r v i v a l  a n d  g r o w t h  i s  a f f e c t e d  b y  a p p l y -
i n g  f o r c i n g  t r e a t m c n t s  t o  t h e  d o n o r  b r a n c h e s ,  a n d  
- r c m o v i n g  m a t u r e  m e r i s t e m s  f r o m  s u r r o u n d i n g  t i s -
s u e s  r c s u l t s  i n  r c j u v e n a t i o n  i n  e a s t e r n  w h i t e  p i n e  
m c r i s t e m s .  
M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
F i / 1 e r  e x p e r i m e n t  
M a t u r e  m e r i s t e m s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  b r a n c h e s  i n  t h e  
u p p e r  h a l f  o f  t h e  c r o w n s  o f  f o u r  r a m e t s  o f  o n e  e a s t e r n  
w h i t e  p i n e  c l o n e  ( H - 1 3 0 ) .  T h e  r a m e t s  h a d  b e e n  g r a f t -
c d  i n t o  t h e  U . S .  F o r e s t  S e r v i c e ,  O c o n t o  R i v e r  S c e d  
O r c h a r d  n c a r  W h i t e  L a k e ,  W i s c o n s i n .  H - 1 3 0  w a s  o r i g -
i n a l l y  s c l c c t e d  i n  1 9 6 6  a n d  w a s  e s t i m a t c d  t o  h c  5 0  y c a r s  
f r o m  s c e d  a l  t h a t  t i m e .  T h u s ,  b y  t h e  t i m e  w c  f i r s t  c o l -
l c c t c d  b r a n c h e s  f r o m  t h e  r a m e t s  ( i n  1 9 9 2 ) ,  t h e  m a t c r i a l  
w a s  a p p r o x i m a t e l y  7 6  y e a r s  f r o m  s e e d .  B r a n c h e s  u p  
1 0  2  m  l o n g  w e r e  c o l l e c t e d ,  e u t  i n t o  s e c t i o n s  n o  l o n g e r  
t h a n  I  m ,  a n d  p l a c e d  i n  p l a s t i c  b a g s  w i t h  m o i s t  p a p e r  
t o w e l s .  B r a n c h e s  w e r e  c o l l e c t e d  o n  J a n u a r y  6 ,  1 9 9 2  
a n d  s t o r e d  f o r  s i x  m o n t h s  a t  - 2 0  ° C .  T w o  w e e k s  b e f o r e  
d i s s e c t i o n ,  b r a n c h e s  w e r e  t r a n s f e r r e d  t o  4  ° C .  T e r m i n a l  
m e r i s t e m s  o f  p r i m a r y ,  s e c o n d a r y  a n d  t e r t i a r y  b r a n c h e s  
w e r e  e x c i s e d  a n d  c u l t u r e d .  
M e r i s t e m s  f r o m  y o u n g  s e e d l i n g s  w e r e  e x c i s e d  a n d  
c u l t u r e d  f o r  c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  m a t u r e  m e r i s t e m s .  
O p e n - p o l l i n a t e d  s e e d s  f r o m  a n o t h e r  t r e e  w e r e  s t r a t i -
f i e d  a t  4  ° C  f o r  6  t o  8  w e e k s .  S e e d s  w e r e  s o w n  i n  
p l a s t i c  t u b e s  ( " P i n e  C e l l s , "  S t u e w e  &  S o n s ,  I n c . ,  C o r -
v a l l i s ,  O R )  c o n t a i n i n g  a  m i x  o f  c o m p o s t e d  p i n e  b a r k ,  
p e a l ,  v e r m i c u l i t e ,  a n d  p e r l i t e  ( " U n i  v e r s a i  M i x , "  S t r o n g  
L i t e  H o r t i c u l t u r a l  P r o d u c t s ,  S e n e c a ,  I L )  a n d  p l a c e d  i n  
a  g r e e n h o u s e  a t  a  t e m p e r a t u r e  o f  2 3 - 2 6  ° C .  A m b i -
e n t  l i g h t  w a s  s u p p l e m e n t e d  w i t h  h i g h - p r e s s u r e  s o d i u m  
l a m p s  ( S y l v a n n i a  L U 4 0 0 )  a t  a  p h o t o s y n t h e t i c  f l u x  o f  
1 0 0  / - L m o l  m -
2  
ç
1  
t o  p r o v i d e  a  1 6 - h  p h o t o p e r i o d .  
M e r i s t e m s  w e r e  e x c i s e d  f r o m  t h e  s e e d l i n g s  s i x  w e e k s  
a f t e r  s o w i n g .  
S u r f a c e  d i s i n f e s t a t i o n  p r o c e d u r e s  w e r e  n o t  u s e d  
o n  b u d s ,  s h o o t s  o r  s e e d l i n g s  b e f o r e  m e r i s t e m  d i s s e c -
t i o n .  D i s s e c t i n g  t o o l s  w e r e  s t e r i l i z e d  i n  7 0 %  e t h a n o l  
b e t w e e n  t h e  r e m o v a l  o f  e x t e r n a l  s t r u c t u r e s  s u c h  a s  n e e -
d l e s  o r  b u d  s c a l e s  a n d  t h e  a c t u a l  m e r i s t e m  e x c i s i o n  t o  
p r e v e n t  c o n t a m i n a t i o n  o f  t h e  m e r i s t e m s  w i t h  m i c r o o r -
g a n i s m s  p r e s e n t  o n  t h e  e x t e r n a l  s t r u c t u r e s .  E x c i s i o n s  
w e r e  p c r f o m 1 e d  i n  a  l a m i n a r - f l o w  h o o d  u s i n g  a  d i s s e c t -
i n g  m i c r o s c o p e .  T h e  m e r i s t e m a t i c  d o m e  p l u s  t h e  4 - 7  
s m a l l e s t  l e a f  p r i m o r d i a  w e r e  s e p a r a t c d  f r o m  t h e  s h o o t  
u s i n g  a  e u t  t r a n s v e r s e  t o  t h e  s h o o t  a x i s .  E x c i s i o n s  w c r c  
m a d e  w i t h  c a r b o n  s t e e l  r a z o r  b l a d e  s h a r d s  m o u n t e d  i n  
a  b l a d e  h o l d e r .  E x c i s c d  m e r i s t e m s  w e r e  p l a c e d  c i t h c r  
d i r e c t l y  o n  n u t r i e n t  m e d i u m  ( a p p r o x i m a t e l y  4 . 5  m l  p c r  
d i s h )  o r  o n  f i l t c r s  u p o n  t h e  s a m e  m e d i u m  i n  3 5 - m m  
d i a m e t e r ,  d i s p o s a b l e  p e t r i  d i s h c s  ( F a l c o n  1 0 0 8 ,  B e c t o n  
D i c k i n s o n  L a b w a r c ,  L i n c o l n  P a r k ,  N e w  J e r s e y ) .  T h e  
f i l t e r s  w e r e  2 5  m m  i n  d i a m e t e r ,  h a d  a  5 - / L l l l  p o r e  s i z c ,  
a n d  w e r e  m a d e  o f  m i x e d  c e l l u l o s e  e s t e r s  ( M  i c r o n S c p ,  
M i c r o n  S e p a r a t i o n s  I n c . ,  W e s t b o r o ,  M a s s a c h u s e t t s ) .  
T h e  m e d i u m  c o n s i s t c d  o f  1 / 2 - s t r c n g t h  S c h e n k  a n d  
H i l d e b r a n d t  ( S H )  (  1 9 7 2 )  s a l t s ,  f u l l - s t r c n g t h  S H  v i t a -
m i n s  a n d  3 0  g  1 -
1  
s u c r a s e .  I t  w a s  a d j u s t c d  t o  p H  5 . 7 5  
p r i o r  t o  a d d i n g  5  g  1-
1  
a g a r o s e  ( U l t r a p u r c ,  L i f e  T e c h -
n o l o g i e s  I n c . ,  G i b c o / B R L ,  G a i t h e r s b u r g ,  M a r y l a n d )  
a n d  a u t o c l a v i n g .  
A t  t h e  t i m e  o f  e x c i s i o n ,  m c r i s t c m s  r a n g c d  f r o m  
0 . 3  t o  0 . 5  m m  i n  d i a m c t c r  a t  t h e  h a s e .  J u v c n i l c  m c r i s -
t c m s  w e r e  c o n s i s t e n t l y  s m a l l e r  t h a n  m a t u r e  o n e s  w i t h  
a  d i a m e t e r  o f  a p p r o x i m a t e l y  0 . 3  m m ,  w h e r e a s  m a t u r e  
m e r i s t e m s  r a n g e d  f r o m  0 . 4  t o  0 . 5  m m .  P l a t e s  c o n t a i n -
i n g  t h e  m e r i s t e m s  w e r e  p l a c e d  i n  a  g r o w t h  c h a m b e r  a t  
2 3 ±  1  ° C .  L i g h t  w a s  p r o v i d e d  f o r  1 6  h  p e r  d a y  f r o m  
G T E  S y l v a n i a  G r o L u x  f l u o r e s c e n t  t u b e s  a t  a  p h o t o -
s y n t h e t i c  f l u x  o f  4 0  t o  5 0  µ m o l  m -
2  
ç  
1
•  T h r e e  w e e k s  
a f t e r  e x c i s i o n ,  t h e  m e r i s t e m s ,  o r  t h e  f i l t e r s  s u p p o r t i n g  
t h e  m e r i s t e n s ,  w c r e  t r a n s f e r r e d  t o  n e w  p l a t e s  c o n t a i n -
i n g  f r e s h  m e d i u m  o f  t h e  s a m c  c o m p o s i t i o n .  A f t e r  s i x  
w e e k s  i n  c u l t u r e ,  t h e  m e r i s t e m s  w e r e  s c o r e d  f o r  s u r -
v i v a l  u s i n g  a  d i s s e c t i n g  m i c r o s c o p e .  M e r i s t e m s  w e r e  
c o n s i d e r e d  a l i v e  i f  t h e y  h a d  b e c o m e  g r e e n  a n d  h a d  
e x h i b i t e d  s o m e  g r o w t h  s i n c e  d i s s e c t i o n .  M e r i s t e m s  
c o n t a m i n a t e d  w i t h  m i c r o o r g a n i s m s  w e r e  c o n s i d e r e d  
a s  m i s s i n g  d a t a .  
T h e  e x p e r i m e n t  w a s  a  t w o  b y  t w o  f a c t o r i a l .  O n e  
f a c t o r  w a s  a g e  o f  t h e  s o u r c e  m a t e r i a l  f o r  t h e  m e r i s t e m s  
( s e e d l i n g  o r  m a t u r e  t r e e )  a n d  t h e  o t h e r  f a c t o r  w a s  t h e  
p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  o f  f i  l t e r s  b e t w e e n  t h e  m e r i s t e m  a n d  
t h e  n u t r i e n t  m e d i u m .  T h i r t y  m e r i s t e m s  w e r e  e x c i s e d  
Table / . Effects of forcing treatments on survival of castem white 
pine shoot apical meristems cultured i11 vitro in 1992. 
Number of Number of weeks of forcing treatmcnt 
weeks of i11 
virm culture 0 2 4 6 
Percent survival 
J 5).61 b2 86.0 a 90.0a 81.7 a 
(6.7) (4.6) (J .9) (5.0) 
6 J0.9 b 64.9 a 7J.J a 6J.J a 
(6.J) (6.4) (5.8) (6.J) 
9 18 .2 b 42.1 a 42.4 a J5.0 ab 
(5.2) (6.6) (6.5) (6.2) 
12 16.4 b 36.8 a JJ .9 ah 28.J ab 
(5.0) (6.4) (6.2) (5.9) 
1.5 12.7 b J6.8 a 28.8 ab 2J.J ab 
(4.5) (6.4) (5.9) (5.5) 
18 7.J b 26.J a 20.J ab 16.7 ab 
() .5) (.5 .9) (5 .J) (4.9) 
21 J .6 a 1.5.8 a 8 . .5 a 11.7 a 
(2.5) (4.9) () .7) (4.2) 
1 Each value is the mean (standard crror of the mean) of three repli -
.:ations (NAA 1reatmcnts combincd). 
2 Values within a row followeù hy the same let ter arc not significantly 
different (p '.50.05) by Tukcy·s test for multiple comparisons. 
and culturcd in cach Lrcalmcnl combinalion and the 
expcriment was conductcd once for a total or 120 
meristcms. Differenccs in survival bctween juvcnile 
and mature meristems and between meristems placed 
on filters or directly on medium were tested for sig-
nificance using an analysis of proportions for two-way 
tables and t-tests (Snedecor and Cochran, I 967). 
ForcÎlzf!. experir11e11ts 
The forcing experiments were conducted over two 
years . In 1992, branches from the mature trees were 
collected on April 4, I 992 and stored at -2 °C for 6 
months. Branches up to I m in Iength were removed 
Crom the freezer either 0, 2, 4, or 6 weeks prior to 
dissection and placed with their bases in water in the 
greenhouse under the same conditions as those used 
for seedling growth. Each week, approximately 5 cm 
was trimmed from the base of each branch. 
Excised meristems were placed on filters (as 
described above) upon nutrient medium supplement-
ed with 5.37 nM (0.001 mg 1- 1) NAA or on fil-
ters upon medium without NAA. Ali the meristems 
within a replication were dissected during a two-day 
period. Meristems were cultured under the conditions 
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described for the filter experiment. Every three weeks, 
up to 2 I weeks after dissection, filters with explants 
were transferred to fresh plates. At the same time, 
each meristem was examined under a dissecting micro-
scope, assessed as alive or dead (as above), and the 
number of green leaves or leaf primordia counted. The 
number of green Ieaves and leaf primordia is a con-
servative estimate of the total number of Ieaves initiat-
cd, because some primordia were obscured from view 
by surrounding Ieaves. We used the number of Ieavês 
(and leaf primordia) as an indication of the amount of 
growth and development that took place in the cultured 
meristems. 
The experiment was a two by four factorial. One 
factor was the presence or absence of NAA in the nu tri-
ent medium and the other factor was the four forcing 
durations (0, 2, 4 and 6 weeks) . Ten meristems were 
excised and cultured for each lreatment combination 
and the en tire experimenl was replicated three times at 
1-week intervals . Over ail treatments and replicalions, 
240 meristems were excised and cultured. Analyses of 
variance, Tukey's test for multiple comparisons (forc-
ing durations) , and LSD tests for two-way compar-
isons (presence or absence of NAA) were used to test 
for statistically significant differences at p ~0.05 (SAS 
lnstitute . 1988). During analysis, data sets werc tested 
for normal distribution and constant variance. The sur-
vival data set for 1992 was transformed by adding 0.5 
and taking the square root prior to analysis. The data 
set for the numbcrs of !caves produced did not requirc 
transformation . 
In 1993, branches for two additional replications 
of the forcing experimenl were collected on March 
18, 1993 and stored at -2 °C. Three months Iater, the 
two replications of the forcing and NAA treatments 
were conducted one week apart in the same design 
as the previous experiment. One hundred sixty meris-
tems were cxcised, cultured and scored as described 
above. ln 1993, the data sets for survival and number 
of Ieaves did not require transformation to satisfy the 
assumptions for analysis of variance. 
Results and discussion 
Fi/ter exp eriment 
Juvenile meristems were conical in shape and their 
height was greater than their width, whereas the mature 
meristems (from nonforced branches) had a natter sur-
face and their height was not as great as their width . 
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P l a c i n g  e x c i s e d  m e r i s t e m s  o n  f i l t e r s  f o r  i n  v i t r o  c u l -
t u r e  s i g n i f i c a n t l y  i m p r o v e d  s u r v i v a l  ( p  <  0 . 0 0 1 )  f o r  
b a t h  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  m e r i s t e m s .  S i x  w e e k s  a f t e r  
d i s s e c t i o n ,  9 6 . 6 %  ( 2 8  o f  2 9 )  o f  j u v e n i l e  m e r i s t e m s  
a n d  1 7 . 9 %  ( 5  o f  2 8 )  o f  m a t u r e  m e r i s t e m s  o n  f i l t e r s  
w e r e  a l i v e ,  w h e r e a s  w i t h o u t  f i l t e r s ,  3 . 4 %  ( !  o f  2 9 )  
o f  j u v e n i l e  m e r i s t e m s  a n d  n o  ( 0  o f  2 9 )  m a t u r e  m e r i s -
t e m s  s u r v i v e d  ( f i l  t e r  v s .  n o  f i l t e r  p o o l e d  s t a n d a r d  e r r o r  
=  4 . 0 ) .  T h e  d i f f e r e n c e  i n  s u r v i v a l  b e t w e e n  m e r i s t e m s  
f r o m  s e e d l i n g s  a n d  m a t u r e  t r e e s  w a s  a l s o  s t a t i s t i c a l l y  
s i g n i f i c a n t  ( p  <  0 . 0 0 1 ;  p o o l e d  s t a n d a r d  e r r o r  =  3 . 0 ) .  
T h e  h i g h e r  s u r v i v a l  o f  m e r i s t e m s  c u l t u r e d  o n  f i l t e r s  
m a y  b e  b e c a u s e  t h e s e  m e r i s t e m s  a r e  s i t u a t e d  a b o v e  
t h e  l i q u i d  f i l m  t h a t  f o r m s  o n  t h e  s u r f a c e  o f  s o l i d i f i e d  
n u t r i e n t  m e d i a .  B e c a u s e  o r  t h e i r  s m a l l  s i z e ,  m e r i s t e m s  
p l a c e d  d i r e c t l y  o n  m e d i u m  t e n d  t o  b e c o m e  c o v e r e d  
b y  t h e  l i q u i d  a n d  m a y  e x p e r i e n c e  a n a e r o b i c  c o n d i -
t i o n s .  W h e n  t h e y  a r e  p l a c e d  o n  f i l t e r s ,  m e r i s t e m s  s t i l l  
h a v e  a c c e s s  t o  n u t r i e n t s  t h r o u g h  t h e i r  b a s e s  t h a t  a r e  
i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  l i q u i d  t h r o u g h  t h e  c a p i l l a r y  a c t i o n  
o r  t h e  f i l t e r s .  T h e  b e n e f i c i a l  e f f e c t s  o f  c u l t u r i n g  s h o o t  
a p i  c e s  w i t h  t h e i r  b a s e s  o n  s o l  i d  s u p p o r t s  a n d  i m m e r s e d  
i n  l i q u i d  m e d i u m  w a s  r e p o r t e d  f o r  P i n u s  c a r i b a e a  
( S k i d m o r e  e t  a l , ,  1 9 8 8 )  a n d  a p p a r e n t l y  t h i s  h o l d s  t r u e  
f o r  t h e  s m a l l e r  m e r i s t e m  e x p l a n t s  i n  o u r  e x p e r i m e n t .  
R o m b e r g e r e t  a l .  ( 1 9 7 0 )  u s e d  c e l l u l o s e  p o l y a c e t a t e  f i l -
t c r s  L o  c o l l e c t ,  s o r t  a n d  g r o w  P i c e a  a b i e s  m e r i s t e m s ,  
b u t  d i d  n o t  r e p o r t  o n  t h e  i m p o r t a n c e  o r  t h e  f i l t e r s  f o r  
l o n g - t e r m  m e r i s t e m  s u r v i v a l  a n d  g r o w t h .  I n  a d d i t i o n ,  
a s  p o i n t e d  o u t  b y  t h e s e  s a m e  a u t h o r s ,  u s e  o f  f i l t e r s  
m a k e s  t r a n s f e r  o f  e u l t u r e d  m e r i s t e m s  t o  f r e s h  p l a t e s  
m o r e  r a p i d  a n d  p r e v e n t s  d a m a g e  c a u s e d  b y  h a n d l i n g  
t h e  m e r i s t e m s  w i t h  t o o l s .  
T h e  d i f f e r e n c e s  i n  s u r v i v a l  b e t w e e n  j u v e n i l e  a n d  
m a t u r e  m e r i s t e m s  i n  t h i s  e x p e r i m e n t  m a y  n o t  h a v e  b e e n  
s o l e l y  r e l a t e d  t o  m a t u r a t i o n .  S e e d l i n g  m e r i s t e m s  w e r e  
f r o m  a c t i v e l y  g r o w i n g  p l a n t s  w h e r e a s  m a t u r e  m e r i s -
t e m s  w e r e  f r o m  q u i e s c e n t  m a t e r i a l  t h a t  h a d  b e e n  s t o r e d  
u n d e r  c o l d  c o n d i t i o n s  f o r  s i x  m o n t h s .  N e v e r t h e l e s s ,  t h e  
i n c r e a s e d  s u r v i v a l  o b t a i n e d  b y  c u l t u r i n g  m e r i s t e m s  o n  
f i l t e r s  a l l o w e d  u s  t o  i n v e s t i g a t e  t h e  e f f e c t s  o f  f o r c i n g  
t r e a t m e n t s  o n  m e r i s t e m  g r o w t h  a n d  d e v e l o p m e n t  i n  
c u l t u r e .  
F o r c i n g  e x p e r i m e n t s  
F o r c i n g  t r e a t m e n t s  r e s u l t e d  i n  s h o o t  p h e n o l o g y  t h a t  
a p p r o x i m a t e d  d e v e l o p m e n t  i n  t h e  s p r i n g .  T e r m i n a l  
b u d s  s w e l l e d  a n d  o p e n e d ,  f o l l o w e d  b y  g r o w t h  o f  t h e  
p r e v i o u s  y e a r ' s  p r i m o r d i a  a n d  e l o n g a t i o n  o f  t h e  s h o o t  
a x i s .  F o r c i n g  t r e a t m e n t s  a l s o  r e s u l t e d  i n  c h a n g e s  i n  
T a b l e  2 .  E f f e c l s  o f  f o r c i n g  l r c a l m e n l s  o n  l h e  n u m b e r  o f  ( c a v e s  
a n d  l c a f  p r i m o r d i a  p e r  s u r v i v i n g  e a s t c m  w h i l e  p i n e  s h o o l  a p i c a l  
m e r i s l c m  i n  1 9 9 2 .  
N u m b e r o f  
N u m b e r  o f  w e e k s  o f  f o r c i n g  l r c a l m e n l  
w e e k s  o f  i n  
v i t r o  c u l l u r c  0  
2  4  
6  
N u m b e r  o f  l e a v e s  
3  
4 . 2
1  
b
2  
5 . 3  a  5 . 6  a  
5 . 3  a  
( 0 . 3 )  ( 0 . 2 )  
( 0 . 3 )  ( 0 . 3 )  
6  
5 . 1  a  5 . 4  a  
5 . 8  a  
5 . 7  a  
( 0 . 5 )  ( 0 . 3 )  ( 0 . 4 )  
( 0 . 3 )  
9  
6 . 8  a  7 . 3  a  7 . 1  a  
7 . 9  a  
( 0 . 8 )  ( 0 . 5 )  ( 0 . 6 )  
( 0 . 6 )  
1 2  
6 . 8  a  7 . 9  a  8 . 1  a  
9 . 6  a  
( 0 . 9 )  ( 0 . 5 )  ( 0 . 6 )  ( 0 . 7 )  
1 5  
7 . 1  b  8 . 7  b  
1 1 . 0  a b  
1 2 . 1  a  
(  1 . 9 )  
( 0 . 9 )  ( 0 . 8 )  ( 0 . 7 )  
1 8  5 . 7  h  7 . 9  b  
8 . 1  h  1 2 . 3  a  
( 2 . 7 )  
( I l )  ( 0 . 9 )  (  1 . 4 )  
2 1  
6 . 5  b  
7 . 1  b  1 0 . 2  a b  1 4 . 6  a  
( 4 . 5 )  (  1 . 8 )  ( 2 . 2 )  (  1 . 7 )  
1  
E a c h  v a l u e  i s  l h e  m e a n  ( s l a n < l a r < l  t : r r o r  o f  t h e  1 1 1 . : a n )  o f  t h r e t :  
r e p l i c a l i o n s  w i t h  2 0  m e r i s l e m s  p e r  r c p l i c a t i o n  a l  t h e  h t : g i n n i n g  o f  
l h e  e x p e r i m e n t  ( N A A  l r e a l m c n t s  c o m h i n c < l ) .  
2
Y a l u c s  w i t h i n  a  r o w  f o l l o w e d  b y  1 h c  s a m c  l c t t c r  a r c  n o t  s i g n i f i i : a n t -
l y  d i f f c r e n l  ( p  ~ 0 . 0 5 )  b y  T u k e y " s  t e s t  f o r  m u h i p l c  c o m p a r i s o n s .  
m e r i s t e m  s h a p e .  M e r i s t e m s  f r o m  f o r c e d  b r a m : h e s  h a d  
h e i g h t s  a n d  w i d t h s  t h a t  w e r e  a p p r o x i m a t e l y  c q u a l  a s  
o p p o s e d  t o  m e r i s t e m s  f r o m  n o n f o r c e d  b r a n c h e s  t h a t  
h a d  w i d t h s  g r e a t e r  t h a n  t h e i r  h e i g h t s .  
I n  1 9 9 2 ,  s u r v i v a l  o f  d i s s e c t e d  m e r i s t e m s  a c r o s s  a i l  
t r e a t m e n t s  d e c l i n e d  f r o m  7 8 . 1  %  a f t e r  3  w e e k s  i n  c u l -
t u r e  t o  1 0 . 0 %  a t  2 1  w e e k s .  S u r v i v a l  w a s  g r e a t c r  i n  
t h e  m e r i s t e m s  f r o m  b r a n c h e s  r e c e i v i n g  t h e  2 - ,  4 - ,  o r  
6 - w e e k  f o r c i n g  t r e a t m e n t  t h a n  i n  m e r i s t e m s  f r o m  n o n -
f o r c e d  b r a n c h e s  a f t e r  3  a n d  6  w e e k s  i n  c u l t u r e  ( T a b l e  
1  ) .  A f t e r  9  t h r o u g h  1 8  w e e k s  i n  c u l t u r e ,  s u r v i v a l  o f  
m e r i s t e m s  f r o m  2 - w e e k - f o r c e d  b r a n c h e s  w a s  g r e a t e r  
t h a n  n o n f o r c e d  m e r i s t e m s ,  b u t  a f t e r  2 1  w e e k s  i n  c u l -
t u r e  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  s u r v i v a l  
a m o n g  t h e  f o r c i n g  t r e a t m e n t s .  
F o r c i n g  t r e a t m e n t s ,  i n  1 9 9 2 ,  a f f e c t e d  t h e  n u m b e r  o f  
J e a v e s  p r o d u c e d  p e r  s u r v i v i n g  m e r i s t e m  a t  s o m e  m e a -
s u r e m e n t  t i m e s  a f t e r  d i s s e c t i o n .  A f t e r  3  w e e k s  i n  c u l -
t u r e ,  m e r i s t e m s  f r o m  a i l  t h r e e  f o r c i n g  t r e a t m e n t s  h a d  
s i g n i f i c a n t l y  m o r e  J e a v e s  t h a n  m e r i s t e m s  f r o m  n o n -
f o r c e d  b r a n c h e s  ( T a b l e  2 ) .  A f l e r  6 ,  9  a n d  1 2  w e e k s  
i n  c u l t u r e  t h e r e  w e r e  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  a m o n g  
f o r c i n g  t r e a t m e n t s .  A f t e r  1 5 ,  1 8  a n d  2 1  w e e k s  i n  c u l -
t u r e ,  t h e  m e r i s t e m s  f r o m  b r a n c h e s  f o r c e d  f o r  6  w e e k s  
',J 
Table 3. Effects of forcing treatments on survival of eastem white 
pine shoot apical meristems cultured i11 vitro in 1993. 
Numberof Number of wccks of forcing treatment 
wccks of in 
vitro culture 0 2 4 6 
Percent survival 
3 71.8 1 a2 97.4 a 100.0a 97.5 a 
(7.:l) (2.6) (0.0) (2.5) 
6 38.4 b 94.9 a 85.0 a 95.0a 
(7.9) (3.6) (5.7) (3.5) 
9 36.0b 89.5 a 62.5 ab 95.0 a 
(7.8) (5.0) (7.8) (3.5) 
12 3:Ub 86.8 a 60.0ab 95.0a 
(7.6) (5.6) (7.8) (3.5) 
15 :n.:ih 81 .6 a 51.3 ab 95.0a 
(7.6) (6.4) (8 . 1) (3.5) 
18 28.2 C 81.6 ab 48.7 be 87.5 a 
(7.3) (6.4) (8.1) (5.3) 
21 25.6 h 55.2 a 43 .6 ab 80.0 a 
(7 1) (8.2) (8.0) (6.4) 
1 Each value is thc mean (standard error of 1hc mean) of Iwo replica-
lions (NAA trcalments combincd). 
2Values wi1hin a row followed by the same letter arc no! significanlly 
differenl (p S0.05) hy Tukey 's test for multiple comparisons. 
had significantly more !caves than those from branches 
forced for either O or 2 weeks. 
The overall survival rate of the mcristems excised 
in 1992 was low by the end of the 21-week culture 
period. Only 23 of23 l meristems (9 excluded, because 
of contamination) remained alive after 21 weeks. This 
caused a small sample size for testing differences in the 
numbers of leaves produced and may have contributed 
to the differing significance assessments at different 
measurement times (Table 2). Because of these ambi-
guities, we elected to conduct two additional replica-
tions of the experiment in 1993. 
Survival in 1993 was substantially higher than in 
1992. After 21 weeks, 51.3% of meristems from ail 
treatments were alive as compared with 10.0% from 
the prior experiment. Survival was higher in meristems 
from branches that had been forced for 2, 4 or 6 weeks 
than in meristems from nonforced branches after 6 
weeks in culture (Table 3). Survival was also greater 
in meristems from branches forced for 2 or 6 weeks 
!han in meristems from nonforced branches after 9, 
12, 15 and 21 weeks in culture. 
The number of leaves produced on meristems was 
affected by forcing treatments in 1993. After 3 weeks 
in culture, meristems from branches forced for2 weeks 
175 
Table 4. Effects of forcing treatmcnts on the number of leaves 
and leaf primordia pcr surviving eastem white pine shool apical 
meristem in 1993. 
Numberof Number of wccks of forcing treatment 
wccks of in 
vitro culture 0 2 4 6 
Number of leaves 
3 4.51 b2 6.2 a 5.1 b 5.4 ab 
(0.:l) (0.:l) (0.:l) (0.2) 
6 5.8 b 7.5 a 6.1 b 6.4 b 
(0.4) (0.2) (0.:l) (0.2) 
9 5.9 b 9.2 a 7.8 a 8.0a 
(0.6) (0.3) (0.5) (0.3) 
12 5.5 b 10.2 a 8.6 a 9.0 a 
(0.5) (0.4) (0.8) (0.5) 
15 6.0b 11.0a 10. 1 a 9.8 a 
(0.6) (0.4) (0.7) (0.6) 
18 5.4 b 11.0 a 10.8 a 10.8 a 
(0.9) (0.5) (0.8) (0.6) 
21 4.7 b 10.9 a 11.4 a 12.0a 
(0.8) (0.9) (0.9) (0.6) 
1 Each value is lhe mean (standard error of 1hc mean) of two repli-
cations wilh 20 merislcms pcr replicalion at the bcginning of the 
expcrimenl (NAA treaimenls comhincd). 
2 Values within a row followed by the same kncr arc not significanl-
ly diffcrenl (p S 0.05) by Tukcy's lest for multiple comparisons. 
had significantly more !caves than meristems from 
nonforced branches or from hranchcs forced for 4 
weeks (Table 4). After 6 weeks in culture, mcristems 
from the 2-week forcing treatment had more leaves 
than meristems from any of the other treatments. After 
9 through 21 weeks in culture, ail three forcing treat-
ments resulted in greater numbers of leaves than the 
nonforced treatments and did not differ amongst them-
selves. The mean of ail forced meristems had increased 
from 5.5 !caves at week 3 to 11.6 leaves at week 
21. In contrast, meristems from non-forced branches 
increased only from 4.5 leaves per meristem at week 
3 to a maximum of 6.0 leaves al week 15 and then 
declined to 4.7 leaves at week 21. 
The higher survival of excised meristems in 1993 
compared to 1992 may have been related to differences 
in the handling of the plant material. The branches 
for 1992 were stored for twice as long as those for 
1993. No visible signs of damage were detected , but 
reduced vigor from prolonged storage may have been 
a contributing factor for the lower survival in J 992. 
Additionally, our meristem dissection technique may 
have improved in the second experiment as a result of 
experiencc the previous year. Rom berger et al. ( 1970) 
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r e p o r l e d  o n  l h e  n e c c s s i l y  o f  r a p i d  d i s s e c t i o n  l o  p r e -
v e n l  d e s s i c a t i o n  o f  t h e  e x c i s e d  m e r i s l e m s .  T h e  b e t l e r  
s u r v i v a l  i n  1 9 9 3  g a v e  u s  a d e q u a l c  s a m p l e  s i z e s  l o  r i g -
o r o u s l y  l e s l  t h e  t r e n d s  o b s e r v e d  i n  1 9 9 2  w i l h  r e g a r d  t o  
t h e  e f f e c l s  o f  t h e  f o r c i n g  l r e a t m e n l s .  
T h e  f o r c i n g  t r e a l m e n l s  r e s u l t e d ,  i n  g e n e r a l ,  i n  
m e r i s l e m s  l h a l  s u r v i v e d  b c l l e r  a n d  p r o d u c e d  m o r e  
l c a v e s  i n  c u l t u r e  l h a n  n o n f o r c e d  m e r i s t e m s .  T h e  s e a s o n  
o f  c o l l e c t i o n  h a s  b e c n  r e p o r l e d  a s  a f f c c l i n g  t h e  d e v e l -
o p m e n t a l  p o l e n l i a l  o f  s h o o t  l i p s  o f  A b i e s  b a l s a m e a  
( B o n g a ,  1 9 8 1 )  a n d  P s e u d o d o t s u g a  1 1 1 e 1 1 z i e s i i  ( B o u l a y ,  
1 9 7 9 ) ,  a n d  m e r i s l c m s  o f  S e q u i o i a d e n d r o n  g i g a m e u m  
( M o n l e u u i s ,  1 9 9 1  ) .  F o r  t h e  f o r c i n g  c x p e r i m e n t s ,  w e  
c o l l c c t e d  b r a n c h e s  i n  J a l e  w i n t e r / e a r l y  s p r i n g  ( M a r c h  
a n d  A p r i l ) .  A l t h o u g h  c l a s s i f i e d  b y  O w s l o n  (  1 9 6 9 )  
a s  d o r m a n t ,  e a s t c r n  w h i t e  p i n e  s h o o t s  a t  l h i s  l i m e  
( a n d  l o c a t i o n )  a r c  m o r e  a p l l y  c h a r a c l e r i z e d  a s  q u i e s -
œ n t .  T h e y  h a v e  r c c c i v c d  s u f f i c i c n l  e x p o s u r c  t o  l o w -
t c m p c r a t u r e s  t h a t ,  w i t h  t h e  o n s c t  o f  f a v o r a b l e  c o n -
d i t i o n s ,  s h o o t  g r o w t h  w i l l  b e g i n .  T h e  q u i e s c c n l  s l a -
t u s  o f  t h e  b r a n c h e s  w a s  c o n f i r m c d  b y  t h e  r a p i d  s h o o t  
c l o n g a t i o n  t h a t  o c c u r r c d  d u r i n g  t h e  g r e c n h o u s e  f o r c -
i n g  t r c a t m c n t s .  W c  d c t e c t e d  n o  c o n s i s t e n t  d i f f e r e n c e s  
a m o n g  d i f f e r c n t  s t a g e s  o f  a c t i v e ·  m c r i s t e m s  a s  r c p r e -
s c n t c d  b y  o u r  2 - .  4 - ,  a n d  6 - w c c k  f o r c i n g  t r c a t m e n t s .  
A d d i t i o n a l  c v i d c n c c  f o r  h i g h  s u r v i v a l  a n d  g o o d  g r o w t h  
o r  a c t i v c l y  g r o w i n g  m c r i s t c m s  c o r n e s  r r o m  s c p a r a t c  
c x p c r i m c n t s .  i n  w h i c h  w c  c o l l e c t c d  b r a n c h e s  o n  J u n e  
I  0 ,  1 9 9 4  a n d  i m m c d i a t c l y  d i s s c c t c d  t h e  m c r i s t c m s .  
T h i s  d a t e  w a s  e s t i m a t c d  t o  b e  s i x  w e e k s  a f t e r  t h e  f i r s t  
s i g n s  o r  b u d  b r e a k  a c c o r d i n g  t o  v i s u a l  o b s e r v a t i o n s  i n  
t h e  s e e d  o r c h a r d .  T h e  s u r v i v a l  r a t e s  a n d  n u m b e r s  o f  
l e a v e s  i n i t i a t e d  f o r  e x c i s e d  m e r i s t e m s  f r o m  t h i s  m a t e -
r i a l  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  m e r i s t e m s  f r o m  t h e  f o r c e d  
b r a n c h e s  d e s c r i b e d  i n  t h i s  p a p e r .  N a t u r a l  b u d  f l u s h  
a n d  i n  v i t r o  f o r c i n g  t r e a t m e n t s  h a v e  a l s o  b e e n  s h o w n  
t o  a f f e c t  t h e  o r g a n o g e n i c  p o t e n t i a l  o f  P i c e a  s i t c h e n s i s  
s h o o t  t i p s  ( S e l b y  a n d  H a r v e y ,  1 9 8 5 ) .  
I n c l u d i n g  5 . 3 7  n M  N A A  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  
d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  s u r v i v a l  o f  e x c i s c d ,  c u l -
t u r e d  m e r i s l e m s  ( T a b l e  5 ) .  I n  1 9 9 2 ,  a f l e r  2 1  w e e k s  i n  
c u l t u r e ,  l  0 . 6 %  o f  m e r i s l e m s  c u l l u r e d  o n  m e d i u m  c o n -
t a i n i n g  N A A  w e r e  a l i v e  c o m p a r e d  t o  9 . 3 %  o f  m e r i s -
l e m s  c u l t u r e d  o n  m e d i u m  w i t h o u t  N A A  ( o v e r  a i l  f o r c -
i n g  t r e a t m e n t s ) .  I n  1 9 9 3 ,  a f t e r  2 1  w e e k s ,  4 5 . 6 %  o f  
t h e  m e r i s t e m s  c u l t u r e d  o n  m e d i u m  w i t h o u t  N A A  w e r e  
a l  i v e  c o m p a r e d  t o  5 7 .  l  %  o f  t h e  m e r i s t e m s  c u l t u r e d  o n  
m e d i u m  c o n t a i n i n g  N A A .  I n c l u d i n g  5 . 3 7  n M  N A A  i n  
t h e  c u l t u r e  m e d i u m  a l s o  d i d  n o t  s i g n i f i c a n t l y  a f f e c t  t h e  
n u m b e r  o f  l e a v e s  p r o d u c e d  b y  t h e  m e r i s t e m s  ( T a b l e  
5 ) .  I n  1 9 9 2 ,  s u r v i v i n g  m e r i s t e m s  o n  m e d i u m  w i t h o u t  
T a b l e  5 .  E f f e c t s  o f  i n c l u d i n g  5 . 3 7  n M  N A A  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  
o n  s u r v i v a l  a n d  t h e  n u m b e r  o f  l c a v e s  p r o d u c c d  p e r  s u r v i v i n g  e a s t e m  
w h i t e  p i n e  s h o o t  a p i c a l  m e r i s t e m  a f t e r  2 1  w e e k s  i n  c u l t u r e  i n  t  9 9 2  
a n d  1 9 9 3 .  
C o n c e n t r a t i o n  o f  N A A  i n  c u l t u r e  m e d i u m  ( n M )  
0  5 . 3 7  
P e r c e n t  s u r v i v a l  
1 9 9 2  
9 . 3
1  
1 0 . 6  
( 2 . 7 )  
( 2 . 9 )  
1 9 9 3  
4 5 . 6  
5 7 . 1  
( 5 . 6 )  ( 5 . 7 )  
N u m b e r  o f  l e a v e s  
1 9 9 2  8 . 2  1 1 . 7  
( 1 5 )  (  1 . 8 )  
1 9 9 3  1 1 . 1  1 0 . 3  
( 0 . 7 )  
( 0 . 6 )  
1  
E a c h  v a l u e  i s  t h e  r n e a n  ( s t a n d a r d  c r r o r  o f  t h e  m c a n )  o f  l l m : c  r c p l i -
c a 1 i o n s  i n  1 9 9 2  a n d  t w o  r e p l i c a t i o n s  i n  1 9 9 3  w i 1 h  8 0  1 1 1 . : r i s t e m s  p e r  
r c p l i c a l i o n  a l  1 h e  b e g i n n i n g  o f  l h c  c x p c r i m c n l  ( f o r c i n g  1 r c a 1 1 1 1 c n 1 s  
c o m b i n e d ) .  
2
N o  v a l u e s  w i t h i n  a  r o w  w c r c  s i g n i f i c a n t l y  d i f f c r c n t  ( J ,  : S 0 . 0 5 )  b y  
L S D  t e s 1 s .  
N A A  h a d  a  m e a n  o f 8 . 2  l c a v c s  c o m p a r c d  t o  1 1 . 7  l c a v c s  
o n  m e r i s t c m s  c u l t u r c d  f o r  2 1  w c c k s  o n  m e d i u m  w i t h  
N A A  ( o v e r  a i l  f o r c i n g  t r c a t m c n t s ) .  I n  1 9 9 3 ,  m c r i s t c m s  
c u l t u r c d  o n  m e d i u m  w i t h o u t  N A A  h a d  a  m c a n  o r  1 1 . 1  
l e a v e s  a n d  m c r i s t e m s  c u l t u r e d  o n  m e d i u m  w i t h  N A A  
h a d  1 0 . 3  l e a v c s .  
T h e  a b s e n c e  o f  a n  c f f e c t  o f  N A A  i n  t h e  t w o  f o r c i n g  
e x p e r i m e n t s  m a y  h a v e  b e e n  t h e  r e s u l t  o f  a n  i n s u f f i -
c i e n t  c o n c e n t r a t i o n  i n  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  H o w e v e r ,  
w e  h a d  p r e v i o u s l y  t c s t e d  h i g h e r  c o n c e n t r a t i o n s  ( 5 3 .  7  
a n d  5 3 7  n M )  a n d  f o u n d  t h a t  s u r v i v a l  w a s  n o t  e n h a n c e d  
( a l t h o u g h  f i l t e r s  w e r e  n o t  u s e d )  a n d  m e r i s t e m s  b e c a m e  
d i s o r g a n i z e d  a n d  p r o d u c e d  c a l l u s  d u r i n g  d e v e l o p m e n t .  
A l t h o u g h  w e  c a n n o t  r u l e  o u t  a n  i n t e r m e d i a t e  a u x  i n  c o n -
c e n t r a t i o n  t h a t  i s  b e n e f i c i a l ,  t h e  a p p a r e n t  a u x i n  i n d c -
p e n d e n c e  o f  t h e s e  m e r i s t e m s  a g r e e s  w i t h  t h e  r e p o r t s  
f o r  a  n u m b e r  o f  o t h e r  p l a n t s .  D i a n t h u s  c a r y o p h y l l u s  
m e r i s t e m s  r e q u i r e d  a u x i n  a n d  c y t o k i n i n  o n l y  w h e n  n o  
l e a f  p r i m o r d i a  w e r e  p r e s e n t  ( S h a b d e  a n d  M u r a s h i g e ,  
1 9 7 7 ) .  T h e  m e r i s t e m s  i n  o u r  s t u d y  i n c l u d e d  4 - 7  p r i m o r -
d i a  a n d  t h u s  m a y  n o t  h a v e  r e q u i r e d  e x o g e n o u s  a u x i n .  
I n  a d d i t i o n ,  m e r i s t e m s  o f  t h e  c o n i f e r ,  S e q u o i a d e n d r o n  
g i g a n t e u m ,  w e r e  s u c c e s s f u l l y  c u l l u r e d  w i t h o u t  e x o g e -
n o u s  g r o w t h  r e g u l a t o r s  w h e n  t h e y  w e r e  r e m o v e d  f r o m  
t h e  t r e e  d u r i n g  b u d b r e a k  ( M o n t e u u i s ,  1 9 9 1  ) .  
D u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e s e  a n d  o t h e r  e x p e r i m e n t s  
w e  h a v e  n o t  o b s e r v e d  a n y  i n s t a n c e s  o f  m e r i s t e m s  f r o m  
· r  
, .  
~ ·  
mature trees growing into shoots with fully juvenile 
characteristics. Meristems from seedlings grew rapid-
ly, initiated primary Jeaves, underwent stem elon-
gation, and in three cases formed adventitious roots 
without auxin treatment. The meristems from the 76-
year-old trees exhibited a stable, mature developmental 
phenotype that was similar to development on intact 
branches. No truly juvenile primary leaves were pro-
duced. The primary leaves from the cultured mature 
meristems appeared to be cataphylls. The first cata-
phyll primordia developed into structures that resem-
bled sterile scales. In some cases, subsequent pri-
mordia developed into modified Jeaves that subtended 
shoots, presumably brachyblasts. Both types of cata-
phylls became green and underwent some elongation, 
although only about 1/10 as much as a typical prima-
ry needle from a juvenile plant. Internode elongation 
was minimal in shoots derived from mature meristems, 
with the longest shoots attaining a lcngth of 10 to 12 
mm by the end of the 21-week culture period. In no 
cases, did shoots from mature meristems form roots. 
Possible explanations for the lack of observed reju-
vcnation are that the clone studied is not prone to reju-
vcnation or that permissive culture conditions were not 
provided. One rejuvenated line was obtained from 300 
cxcised meristems of Sequoiade11dro11 giga111eu111 trees 
(Monteuuis, 1991 ), but we have culturcd several thou-
sand meristems from branches of mature eastern white 
pines al various stages of growth over the past several 
years (results from 460 reported in this paper) without 
observing rejuvenation. However, further refinement 
of the culture conditions may facilitate expression of 
the juvenile developmental potential of mature white 
pine meristems. Another possibility is that the tenni-
nal meristem of a bud is highly fixed in its develop-
mental pathway. Lateral meristems from brachyblasts 
may have greater potential for growing into shoots that 
exhibit juvenile characteristics than apical long shoot 
meristems (Abdullah et al., 1987; Browne, 1995). 
This tendency is exploited during hedging of stock 
plants to maintain rooting ability in pines (reviewed 
in Greenwood and Hutchison, 1993). Finally, reju-
venation, if possible in this species, may require a 
treatment in addition to removing the mature influence 
of surrounding tissue. A juvenility promoting effect 
might be obtained by grafting meristems onto juvenile 
rootstock as has been reported for meristems of Pinus 
pinaster (Monteuuis and Dumas, 1992) and shoot tips 
of Sequoia sempervirens (Huang et al., 1992). 
Our results suggest that, in eastern white pine, 
removal of the meristem from surrounding tissues may 
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not be sufficienl for meristem rejuvenation. This dif-
fers from shoot meristems of maize that revert fully 
to the juvenile state when excised (Irish and Nelson, 
1988). Thus, some conifers may have mechanisms for 
maintaining maturation states that are not utilized by 
herbaceous plants that undergo vegetative maturation. 
This stable, mature developmental state continues to 
be a principal obstacle to vegetative propagation of 
genetically superior conifers (reviewed in Bonga and 
von Anderkas, 1993). 
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Short communication 
In vitro shoot apex micrografting of mature Acacia 
mangium 
O. MONTEUUIS 
CIRAD-Forêr and ICSB Joinr Projecr, P.O. Box 60793, 91017 Tawau, Sabah, Malaysia 
Key words: grafiing, shoot tip, tissue culture, vegetative propagation 
Abstract. Prospects for in virro micrografting shoot apices of mature Acacia mangiwn lrees 
were investigated with the use of 432 micrografts. Overall success raies of 51.5% were ob1ained 
for shoot apices ranging from 200 to 400 µm in lenglh, and a short basal wedge of underlying 
tissues top-grafted in aseptic conditions onto 2-to-3-monlh-old in virro grown Acacia man1:ium 
seedlings. The successfully established micrografts displayed, however, substantial variabilily 
in terms of further scion elongation as 41 % of these micrografts, or 21.2% only of the total 
amounl of the micrografts performed, had resumed growth 1wo months after micrografting. 
The clonga1ed scions exhibited different types of morphology, ranging from juvcnilc-likc 
type composed leaves to the predominant mature-likc phyllode morphology . Side-grafling, a 
more difficult procedure to perform than top-grafting, or placing the micrografls for 2 weeks 
in darkncss after grafting, did not improve the scores. Moreover, aucmpts to micrograft 
meristems ( 150-200 µm) resultcd in 5% success only. 
Introduction 
Acacia mangium Willd. is a pioneer legume tree which has gained an 
increasing interest for use in (re)afforestation in many tropical countries, espe-
cially for pulpwood production in South-East Asia. This is mainly due to its 
remarkable growth potential, particularly on very acid and poor soils. The 
fertility under these conditions can be improved due to its nitrogen fixing 
ability. Tissue culture is likely to play an important raie in tree improvement, 
and possibly in development programmes of Acacia mangium, provided that 
a suitable technology is available. Although started recently, micropropaga-
tion of mature selected trees has been so far hindered by firstly in obtaining 
axenic cultures free of endogenous bacteria, and secondly, in obtaining reju-
venated explants that display a satisfactory potential for micropropagation 
compared to juvenile plant material (Pierik, 1990). It appears from the liter-
ature (Jonard, 1986; Hartmann et al., 1990; Pierik, 1990) that if the shoot 
tips used as scions are small enough, in vitro micrografting may overcome 
these problems by regenerating pathogen-free and possibly rejuvenated tissues 
(Jonard, 1986). The prospects of micrografting in vitro shoot apices from 
mature Acacia mangium trees were therefore investigated and are reported in 
this paper. 
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M a t e r i a l s  a n d  m e t h o d s  
T h e  A c a c i a  m a n g i u m  s e e d s  o f  P a p u a  N e w - G u i n e a  o r i g i n  a n d  u s e d  f o r  t h e  
p r o d u c t i o n  o f  i n  v i t r o  r o o t s t o c k s  w e r e  f i r s t  s o a k e d  f o r  5  t o  1 0  s e c  i n  b o i l i n g  
w a t e r ,  t h e n  i m m e r s e d  f o r  5  m i n  i n  7 0 %  e t h a n o l  a n d  f i n a l l y  i n  1  % 0  H g C l
2  
a q u e o u s  s o l u t i o n .  A f t e r  t h r e e  t h o r o u g h  r i n s e s  i n  s t e r i l i z e d  u l t r a p u r e  w a t e r ,  
t h e  s e e d s  w e r e  p l a c e d  i n d i v i d u a l l y  o n  2 0  x  3 0  m m  ' S o r b a r o d '  c e l l u l o s i c  p l u g s  
i n  2 1  x  1 5 0  m m  g l a s s  t e s t  t u b e s  c o v e r e d  w i t h  p o l y p r o p y l e n n e  c a p s .  T h e  p l u g s  
h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  s a t u r a t e d  w i t h  5  m l  l i q u i d  m e d i u m  c o n s i s t i n g  o f  h a l f -
s t r e n g t h  m a c r o  a n d  m i c r o n u t r i e n t s  d e s c r i b e d  b y  M u r a s h i g e  a n d  S k o o g  ( 1 9 6 2 ) ,  
2 0  g  1 -
1  
s u c r o s e  a n d  w i t h  p H  a d j u s t e d  t o  5 . 5 - 5 . 6  p r i o r  t o  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 0  
~ C  a n d  9 5  k P a  f o r  2 0  m i n .  T h e  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  s u c h  p l u g s  i s  t h e  p o s s i -
b i l i t y  t o  d r a w  t h e  r o o t s t o c k  o u t  o f  t h e  t u b e  w i t h o u t  d a m a g i n g  i t s  r o o t  s y s t e m .  
T h i s  m a k e s  t h e  m i c r o g r a f t i n g  m a n i p u l a t i o n s  e a s i e r .  C u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  
u n d e r  a  1 6 - h  p h o t o p e r i o d  ( 5 0 - 6 0  µ m o l  m -
2  
S -
1
,  ' T L D  3 6 W / 8 4  P h i l i p s '  f l u o -
r e s c e n t  l a m p s )  a t  2 8 / 2 2  ±  2  ° C  l i g h t / d a r k .  U n d e r  t h e s e  c o n d i t i o n s ,  6 0  t o  8 0 %  
o f  t h e  s e e d s  g e r m i n a t e d  t o  d e v e l o p ,  w i t h i n  2  t o  3  m o n t h s ,  i n t o  3  t o  4  c m  t a l l  
y o u n g  s e e d l i n g s  w i t h  e l o n g a t i n g  e p i c o t y l  s u i t a b l e  f o r  g r a f t i n g .  
T h e  s h o o t  a p i c e s  u s e d  a s  s c i o n s  o r i g i n a t e d  f r o m  s h o o t  t i p s  w e r e  c o l l e c t e d  
f r o m  t h e  J o w e r  p a r t  o f  t h e  c r o w n  o f  5 - t o  1 2 - y e a r - o l d  A c a c i a  m a n g i u m  t r e e s  
g r o w i n g  o u t d o o r s  i n  S a b a h  ( E a s t  M a l a y s i a ) .  A l i  t h e  g r a f t i n g  m a n i p u l a t i o n s  
d e s c r i b e d  h e r e a f t e r  w e r e  p e r f o r m e d  u n d e r  a  l a m i n a r  f l o w  h o o d  a n d  i n  a s e p t i c  
c o n d i t i o n s .  I m m e d i a t e l y  a f t e r  t h e  c o l l e c t i o n ,  t h e  s h o o t  t i p s  w e r e  d i p p e d  i n  
7 0 %  e t h a n o l  f o r  5  m i n ,  r i n s e d  i n  s t e r i l i z e d  u l t r a p u r e  w a t e r  a n d  t h e n  w r a p p e d  
i n  p u r e  w a t e r  m o i s t e n e d  t i s s u e  p a p e r  b e f o r e  d i s s e c t i o n  u n d e r  a  b i n o c u l a r  
m i c r o s c o p e  w i t h  c o l d - l i g h t  s o u r c e .  U n l e s s  o t h e r w i s e  s t a t e d ,  t h e  s h o o t  a p i c e s  
w e r e  t o p - g r a f t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  f o l l o w i n g  t e c h n i q u e .  A f t e r  t h e  r e m o v a l  o f  
t h e  o u t e r  y o u n g  p h y l l o d e s ,  t h e  s h o o t  a p e x ,  r a n g i n g  f r o m  2 0 0  t o  4 0 0  µ m  
( 0 . 2  t o  0 . 4  m m )  i n  l e n g t h ,  p l u s  a  s h o r t  ' V '  s h a p e d  b a s a l  w e d g e  o f  t h e  u n d e r -
l y i n g  t i s s u e s ,  w a s  e x c i s e d  a n d  q u i c k l y  b u t  c a r e f u l l y  i n s e r t e d  i n t o  a  s m a l l  
v e r t i c a l  s p l i t  m a d e  i n  t h e  c e n t r e  o f  t h e  t o p  e u t  s u r f a c e .  S u c h  a  s u r f a c e  r e s u l t e d  
f r o m  t h e  d e c a p i t a t i o n  o f  t h e  r o o t s t o c k  e p i c o t y l  w h i c h  r e s e m b l e d  a  m i n i a t u r -
i z e d  ' c l e f t - g r a f t '  ( H a r t m a n n  e t  a l . ,  1 9 9 0 )  w i t h  s c i o n s  t h a t  d i d  n o t  e x c e e d  
8 0 0  µ m  i n  l e n g t h  ( F i g u r e  l  ) .  O n c e  g r a f t e d ,  t h e  s e e d l i n g s  w e r e  r e t u m e d  t o  
t h e  p r e v i o u s l y  d e s c r i b e d  e n v i r o n m e n t a l  c o n d i t i o n s .  C a l l u s  f o r m a t i o n  n e e d e d  
t o  m a i n t a i n  t h e  s c i o n  a l i v e  b e f o r e  i t  c o u l d  u n d e r g o  n e w  o r g a n o g e n e s i s  s t a r t e d  
a  f e w  d a y s  a f t e r  g r a f t i n g .  F r o m  t h i s  s t a g e  o n w a r d s ,  a n y  o f  t h e  n u m e r o u s  
a x i l l a r y  s h o o t s  p r o d u c e d  b y  t h e  s t o c k  w a s  s y s t e m a t i c a l l y  r e m o v e d  t o  a v o i d  
c o m p e t i t i o n .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  t h r e e  d i f f e r e n t  f a c t o r s  o n  m i c r o g r a f t i n g  s u c c e s s  w a s  i n v e s -
t i g a t e d  i n  a  g r e a t e r  d e p t h .  T h e s e  f a c t o r s  w e r e :  
1 .  t h e  m i c r o g r a f t i n g  t e c h n i q u e ,  c o m p a r i n g  t h e  b a s i c  t o p - g r a f t i n g  r o u t i n e l y  
u s e d  i n  t h e  c o u r s e  o f  t h i s  w o r k  t o  t h e  s i d e - g r a f t i n g  t e c h n i q u e  c o n s i s t i n g  o f  
i n s e r t i n g  t h e  s c i o n  i n t o  a  l a t e r a l  e u t  m a d e  o n  t h e  s i d e  o f  t h e  s t o c k  e p i c o t y l  
( M o n t e u u i s ,  1 9 8 6 )  i n s t e a d  o f  i t s  d e c a p i t a t e d  t o p ;  
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Figures 1-4. Successive developmental stages of shoot apices from mature Acacia mangium 
trees micrografted in vitro. (!) Shoot apex (S) newly top-grafted in aseptic conditions onto an 
in vitro grown seedling rootstock (R). (2) Elongation scion (S) with its 'V' shaped basal wedge 
connected to the rootstock (R) tissues at the grafting point (GP). (3) ln vitro micrograft showing 
above the grafting point (GP) the developing scion (S) with mature-like phyllode morphology 
which contrasts with the juvenile composed !caves of the seedling rootstock (R) cultivated on 
the 'Sorbarod ' plug (P). (4) Micrograft derived from a 12-year-old donor tree after acclimati-
zation to outdoor conditions (pencil as scale). 
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2 .  t h e  e f f e c t  o f  p l a c i n g  t h e  m i c r o g r a f t s  f o r  2  w e e k s  i n  d a r k n e s s  j u s t  a f t e r  
m i c r o g r a f t i n g  a n d  b e f o r e  t r a n s f e r r i n g  t h e m  t o  t h e  s t a n d a r d  l i g h t i n g  
c o n d i t i o n s ;  
3 .  t h e  s i z e  o f  t h e  s c i o n ,  c o m p a r i n g  s c i o n s  o f  1 5 0 - 2 0 0  µ m  i n  l e n g t h ,  t h a t  
c o r r e s p o n d s  t o  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m  p l u s  s o m e  y o u n g e s t  p h y l l a d e s  i n  
a d d i t i o n  t o  a  s m a l l  b a s a l  w e d g e ,  t o  t h e  s t a n d a r d  a p e x  s c i o n s .  
T h e s e  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  s e p a r a t e l y ,  i n v o l v i n g  s a m p l e s  e a c h  c o n -
s i s t i n g  o f  1 2  m i c r o g r a f t s  a n d  r e p e a t e d  f o r  e a c h  t r e a t m e n t  a t  d i f f e r e n t  d a t e s .  
E x p e r i m e n t a l  t r e a t m e n t s  w e r e  t e s t e d  f o r  s i g n i f i c a n c e  ( P  ~ 0 . 0 5 )  u s i n g  t h e  C h i -
s q u a r e  t e s t  ( S n e d e c o r  a n d  C o c h r a n ,  1 9 5 7 ) .  
R e s u l t s  a n d  d i s c u s s i o n  
A  t o t a l  o f  4 3 2  s h o o t  a p i c e s  f r o m  m a t u r e  A c a c i a  m a n g i u m  t r e e s  w e r e  m i c r o -
g r a f t e d  d u r i n g  t h e  c o u r s e  o f  t h e  s t u d y .  F o r t y - t h r e e  m i c r o g r a f t s ,  i . e .  1 0 %  
(  4 3 / 4 3 2 )  o f  t h e  t o t a l ,  w e r e  l o s t  d u e  t o  f u n g a l  c o n t a m i n a t i o n  a n d  w e r e  t h e r e -
f o r e  e x c l u d e d  f r o m  t h e  a n a l y s e s  s h o w n .  
O u t  o f  a  t o t a l  o f  2 9 3 ,  1 5 1  t o - g r a f t e d  s h o o t  a p i c e s  m i c r o g r a f t e d  r e m a i n e d  
a l i v e  2  m o n t h s  a f t e r  g r a f t i n g .  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  a  g r a f t  u n i o n  b e t w e e n  t h e  
s t o c k  a n d  t h e  s c i o n  h a d  o c c u r r e d  a n d  t h e  m i c r o g r a f t s  c o u l d  b e  c o n s i d e r e d  a s  
s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d .  T h i s  n u m b e r  c o r r e s p o n d e d  t o  a n  o v e r a l l  s u c c e s s  r a t e  
o f  5 1 . 5 % ,  d e s p i t e  a  g r e a t  v a r i a b i l i t y  i n  t e r m s  o f  t h e  s c i o n  f u r t h e r  e x p a n s i o n ,  
a s  a l r e a d y  o b s e r v e d  f o r  o t h e r  s p e c i e s  ( M o n t e u u i s ,  1 9 8 7 ,  1 9 9 4 ) .  A s  a n  i n d i -
c a t i o n ,  2  m o n t h s  a f t e r  g r a f t i n g  o n l y  4 1 .  1  %  ( 6 2 / 1 5 1 )  s t a r t e d  t o  e l o n g a t e  
( F i g u r e  2 ) ,  t h e  r e m a i n d e r  b e i n g  c a p a b l e  t o  r e s t  f o r  m o n t h s  w i t h o u t  a n y  s i g n  
o f  p o t e n t i a l  f o r  f u r t h e r  g r o w t h .  
S i d e - g r a f t i n g  t h e  s c i o n  i s  a  m o r e  d i f f i c u l t  p r o c e d u r e  t o  p e r f o r m  a n d  i t  
i n d u c e s  a  s t a r t i n g  a n g l e  o f  t h e  s c i o n  i n  c o n t r a s t  t o  t h e  t o p - g r a f t i n g  t e c h n i q u e  
r o u t i n e l y  p r a c t i s e d .  I n  t h i s  s t u d y ,  h o w e v e r ,  i t  d i d  n o t  i m p r o v e  s i g n i f i c a n t l y  t h e  
o v e r a l l  p r o p o r t i o n  o f  t h e  s u c c e s s f u l l y  e s t a b l i s h e d  m i c r o g r a f t s  ( 5 7 / 9 6  =  5 9 . 4 %  
v s .  5 0 / 9 2  =  5 4 . 3 % ,  r e s p e c t i v e l y ) ,  o r  t h e  e l o n g a t i n g  s c i o n s  ( 1 9 / 5 7  =  3 3 . 3 %  
v s .  2 1 / 5 0  =  4 2 . 0 % ,  r e s p e c t i v e l y  a f t e r  2  m o n t h s )  c o n t r a r y  t o  t h a t  o b s e r v e d  f o r  
D o u g l a s - f i r  ( M o n t e u u i s ,  1 9 9 5 ) .  
R e g a r d l e s s  o f  t h e  t e c h n i q u e  u s e d ,  p l a c i n g  t h e  m i c r o g r a f t s  f o r  2  w e e k s  i n  
d a r k n e s s  j u s t  a f t e r  g r a f t i n g  r e s u l t e d  i n  f e w e r  s u c c e s s f u l  g r a f t s  t h a n  t h e  c o n t r o l  
k e p t  i n  s t a n d a r d  l i g h t i n g  c o n d i t i o n s  ( 5 / 1 9  =  2 6 . 3 %  v s .  1 1 / 2 0  =  5 5 % ,  r e s p e c -
t i v e l y ) .  T h i s  p r o c e d u r e ,  w h i c h  a l s o  i n h i b i t e d  s c i o n  e l o n g a t i o n ,  i s  i n  c o n t r a s t  
t o  t h a t  r e p o r t e d  f o r  P i c e a  a b i e s  ( M o n t e u u i s ,  1 9 9 4 ) .  
A t t e m p t s  t o  r e s t r i c t  t h e  s c i o n  t o  t h e  a p i c a l  m e r i s t e m  p l u s  s o m e  o f  t h e  
y o u n g e s t  p h y l l a d e s  ( 1 5 0  t o  2 0 0  µ m  a s  o v e r a l l  s c i o n  s i z e )  J e d  t o  a  t r e m e n -
d o u s  d e c r e a s e  i n  t h e  s u c c e s s  r a t e  ( 2 / 3 6  =  5 . 6 %  v s .  2 1 / 3 3  =  6 3 . 6 %  f o r  t h e  
s t a n d a r d  s i z e  a p i  c e s ,  P  <  0 . 0 0  l )  d u e  t o  a n  e a r l y  h i g h e r  m o r t a l i t y ,  a s  o b s e r v e d  
f o r  o t h e r  s p e c i e s  ( J o n a r d ,  1 9 8 6 ;  M o n t e u u i s ,  1 9 8 7 ) ,  a n d  a l s o  t o  e x c e s s i v e  c a l l u s  
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proliferation from the stock that choked the grafted meristem before it could 
resume growth. Noticeably, the only grafted meristem that further developed 
gave rise to a shoot with composed leaves or pinnates that characterized the 
juvenile stage, in contrast to the phyllades of the adult phase of this heter-
oblastic species (Doorenbos , I 965), whereas shoots emerging from micro-
grafted apices exhibited overall a larger proportion of phyllades (Figure 3). 
Further experiments are needed at this stage to establish the influence of the 
scion size on the possibility to induce rejuvenation through micrografting in 
Acacia mangium. 
In addition to these rejuvenation prospects, the micrografting technique 
described was found to be helpful for reducing contamination problems which 
pose severe limitations in an efficient micropropagation process, particularly 
when mature genotypes of Acacia mangium are desired. 
Although success may vary according to the dexterity of the manipulator, 
and notwithstanding the substantial variability in terms of the scion further 
elongation under the experimental conditions described above, the technique 
developed can henceforth be considered as a helpful alternative to in vitro 
apex or even meristem culture of mature Acacia mangium which is still prob-
lematic , while combining the advantages of grafting (Hartmann et al., 1990). 
The in virro micrografts produced can be further handled as hi gh quality stock 
plants either in in virro or in vivo conditions after a successful acclimatiza-
tion (Figure 4) th at is facilitated by the ' Sorbarod ' plu g used as stock support. 
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Ex Vitro Survival, Rooting and Initial Development of in Vitro Rooted vs 
Unrooted Microshoots From Juvenile and Mature Tectona grandis Genotypes 
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Summary 
The influence of in vitro fonned adventitious roots on 
acclimatization and initial ex vitro development of microshoots 
from juvenile and mature teak (Tectona grandis) genotypes 
was investigated. Overall , the in vitro rooted microshoots gave 
rise to higher survival and ex vitro rooting rates 7 weeks after 
transfer than those not rooted in vitro. The age difference 
resulted in higher mortality rates 7 and 15 weeks after 
transfer for the microshoots of mature origin. The number of 
roots produced in vitro was observed to have a strong influence 
on the number of roots formed ex vitro 7 weeks after transfer 
and on the height of the microshoots at the time of transfer, 7 
weeks later and to a lesser extent after 15 weeks. Differences 
in height at transfer between microshoots from the two origins 
of plant material tended to disappear during the acclimatiza-
tion process. Overall, more than 80% of the microshoots that 
were initially transplanted from the various categories tested 
were successfully acclimatized to ex vitro conditions. These 
results are discussed considering mainly the influence of the 
maturation process on the formation of ex vitro roots in in 
vitro-derived microshoots and emphasizing the role of some 
basic exogenous factors. 
Key words: accl imatization , adventitious rooting, age, ex-uitro develop-
ment, microshoots, Tectona grandis. 
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Résumé 
L'influence de l'appareil racinaire de type adventif formé in 
vitro sur l'acclimatation et les premiers stades de développe-
ment ex vitro de microboutures de génotypes juvéniles et 
mature de teck (Tectona grandis) a été etudiée. Globalement, 7 
semaines après leur transfert, les microboutures enracinées in 
vitro se distinguent par des taux de survie et d'enracinement ex 
vitro supérieurs à leurs homologues non enracinées in vitro. 
L'influence de l'âge se ressent au niveau des taux de mortalité 
plus élevés 7 et 15 semaines après le transfert pour les micro-
boutures provenant du clone mature. Le nombre de racines 
formées in vitro influe sur le nombre de racines développées en 
conditions ex vitro 7 semaines après le transfert, ainsi que sur 
la hauteur des microboutures à la date du transfert, après 7 
semaines, et dans une moindre mesure après 15 semaines. Les 
différences de hauteur mises en évidence entre les deux 
origines à la date du transfert tendent à s'estomper durant 
l'acclimatation. Plus de 80% de l'ensemble des microboutures 
transférées ex vitro ont pu être acclimatés avec succès. Ces 
résultats sont discutés en considérant principalement l'impact 
du phénomène de maturation sur la rhizogenèse ex vitro de 
microboutures issues d'in vitro, ainsi que l'influence de certains 
facteurs exogènes prépondérants. 
Mots clés: acclimatation, âge, développement ex-uitro , enracinement 
adventif, microboutures, Teclona grandis. 
Introduction 
Tectona grandis, commonly known as teak, has gained a 
worldwide reputation as a high quality timber on account of 
the attractiveness and durability of its wood . This arborescent 
species occurs naturally although discontinuously in deciduous 
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f o r e s t s  b e t w e e n  9 °  t o  2 6 °  N o r t h  l a t i t u d e ,  a n d  7 3 °  t o  1 0 4 °  E a s t  
l o n g i t u d e ,  i n c l u d i n g  c e n t r a l  a n d  s o u t h e r n  I n d i a ,  M y a n m a r ,  
n o r t h e m  T h a i l a n d  a n d  L a o s .  I t  h a s  b e e n  s u b s e q u e n t l y  
i n t r o d u c e d  t o  m a n y  s o u t h - e a s t  A s i a  c o u n t r i e s  s u c h  a s  
I n d o n e s i a ,  S r i - L a n k a ,  V i e t n a m ,  W e s t  a n d  E a s t  M a l a y s i a ,  
S o l o m o n  I s l a n d s  a n d  t o  s o m e  A f r i c a n  c o u n t r i e s  l i k e  I v o r y  
C o a s t ,  N i g e r i a  a n d  T o g o .  I n  1 9 9 0 ,  t h e  s p e c i e s  w a s  r e p o r t e d  t o  
c o v e r  a b o u t  2 5  m i l l i o n s  h a ,  b u t  t h e  r e s o u r c e s  c u r r e n t l y  
a v a i l a b l e  a r e  s t i l l  f a r  b e l o w  t h e  h u g e  m a r k e t  d e m a n d .  P l a n t i n g  
s t o c k  i s  s t i l l  p r o d u c e d  f r o m  s e e d s  d e s p i t e  c e r t a i n  h a n d i c a p s  
s u c h  a s  q u a n t i t a t i v e l y  l i m i t e d  a n d  l a t e  s e e d  p r o d u c t i o n ,  l o w  
g e r m i n a t i o n  r a t e s ,  s u b s t a n t i a l  v a r i a b i l i t y  i n  g r o w t h  a n d  w o o d  
q u a l i t y  a m o n g  i n d i v i d u a l s  w i t h i n  p r o g e n i e s  ( W H I T E ,  1 9 9 1 ) .  
T h e s e  l i m i t a t i o n s  p r o m p t e d  u s  t o  e x p l o r e  w h e t h e r  m a t u r e  
s e l e c t e d  g e n o t y p e s  c o u l d  b e  c l o n a l l y  m a s s  p r o p a g a t e d  t r u e - t o -
t y p e  u s i n g  n u r s e r y  a n d  t i s s u e  c u l t u r e  p r o t o c o l s  ( M O N T E U U I S ,  
1 9 9 5 ;  M O N T E U U I S  e t  a l . ,  1 9 9 5 b ) .  F o r  i n  u i t r o  p r o d u c t i o n ,  s u c c e s s  
i s  h i g h l y  d e p e n d e n t  u p o n  t h e  a c c l i m a t i z a t i o n  p r o c e s s .  l n  t h i s  
r e s p e c t ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  f r o m  a  m i c r o s h o o t  
i s  t h e  l i m i t i n g  f a c t o r  ( M c C L E L L A N D  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  r o o t i n g  
p r o c e s s  c a n  o c c u r  i n  u i t r o  o r  e x  u i t r o  d e p e n d i n g  o n  t h e  s p e c i e s  
a n d  t h e  f a c i l i t i e s  a v a i l a b l e  ( D R I V E R  a n d  S U T T L E ,  1 9 8 7 ) .  
T h e  a i m  o f  t h i s  w o r k  w a s  t o  c o m p a r e  i n  u i t r o  r o o t e d  a n d  
u n r o o t e d  m i c r o s h o o t s  o f  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  t e a k  g e n o t y p e s  
w i t h  r e g a r d  t o  t h e i r  c a p a c i t y  t o  b e  s u c c e s s f u l l y  a c c l i m a t i z e d  t o  
e x  u i t r o  c o n d i t i o n s ,  t o  p r o d u c e  e x  u i t r o  r o o t s  a n d  t o  r e s u m e  
e a r l y  g r o w t h ,  c o n s i d e r i n g  t h e  r e l a t i v e  J a c k  o f  a c c u r a t e  d a t a  
a v a i l a b l e  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  o n  t h i s  s u b j e c t  ( M A S C A R E N H A S  e t  
a l . ,  1 9 8 7 ;  M A S C A R E N H A S  a n d  M U R A L I D H A R A N ,  1 9 9 3 ) .  
M a t e r i a l  a n d  M e t h o d s  
P l a n t  m a t e r i a l  o r i g i n  a n d  i n  u i t r o  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  
M i c r o s h o o t s  f r o m  2  d i f î e r e n t  a g e  o r i g i n s  o f  T e c t o n a  g r a n d i s  
w e r e  c o m p a r e d .  T h e  m a t u r e  p l a n t  m a t e r i a l  w a s  o b t a i n e d  f r o m  
1  c m  t o  2  c m  l o n g  n o d a l  e x p l a n t s  c o l l e c t e d  f r o m  e l o n g a t i n g  
s h o o t s  f r o m  t h e  l o w e r  p a r t  o f  t h e  c r o w n  o f  a  1 5  y e a r - o l d  T e c t o n a  
g r a n d i s  o r t e t  g r o w i n g  o u t d o o r s  a t  L u a s o n g  F o r e s t r y  C e n t r e ,  
S a b a h ,  E a s t  M a l a y s i a .  J u v e n i l e  e x p l a n t s  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  i n  
u i t r o  g e r m i n a t e d  s e e d s  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  s a m e  o r t e t .  B o t h  
o r i g i n s  s y s t e m a t i c a l l y  p a i r e d  d u r i n g  a i l  c u l t u r e  p r o c e d u r e s  
w e r e  p r o p a g a t e d  t h r o u g h  1  c m  t o  2  c m  l o n g  n o d a l  m i c r o c u t t i n g s  
d u r i n g  1  y e a r  a l t e r n a t i n g  e v e r y  1 . 5  m o n t h  s u b c u l t u r e s  o n  a  
b a s a l  m u l t i p l i c a t i o n  a n d  e l o n g a t i o n  c u l t u r e  m e d i u m  
( M O N T E U U I S ,  1 9 9 5 ;  B O N  a n d  M O N T E U U I S ,  1 9 9 6 ) .  T h i s  m e d i u m  
w a s  s o l i d i f i e d  w i t h  7 g J -
1  
u h i g h  g e l  s t r e n g t h "  S i g m a  a g a r  a f t e r  
p H  a d j u s t m e n t  t o  5 . 5  t o  5 . 6 ,  t h e n  a u t o c l a v e d  a t  1 2 0  ° C  a n d  
9 5  k P a  f o r  2 0  m i n .  A i l  t h e  c u l t u r e s  w e r e  m a i n t a i n e d  i n  2 1  m m  
x  1 5 0  m m  g l a s s  t e s t  t u b e s  c o n t a i n i n g  1 0  m l  o f  c u l t u r e  m e d i u m  
a n d  c o v e r e d  w i t h  p o l y p r o p y l e n e  c a p s  u n d e r  a  1 6 - h  p h o t o p e r i o d  
( 5 0  t o  6 0  µ m o l  m -
2
s -
1
,  " T L D  3 6 W / 8 4  P h i l i p s "  f l u o r e s c e n t  l a m p s )  
a t  2 8 / 2 2  ° C  ±  2  ° C  l i g h t / d a r k .  T r a n s f e r  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  t o  e x  
u i t r o  c o n d i t i o n s  o c c u r r e d  a f t e r  1 . 5  m o n t h  o f  c u l t u r e  o n  t h e  
b a s a l  e l o n g a t i o n  m e d i u m  w h e r e  a  l a r g e  p r o p o r t i o n  o f  
m i c r o s h o o t s  h a d  a l r e a d y  r o o t e d  s p o n t a n e o u s l y  i n  u i t r o .  
E x  u i t r o  c o n d i t i o n s  
T h e  2  c m  t o  3  c m  t a l l  i n  u i t r o  m i c r o s h o o t s  s e l e c t e d  f o r  t h e  
e x p e r i m e n t s  ( s e e  h e r e u n d e r  f o r  m o r e  i n f o r m a t i o n )  w e r e  r e m o v -
e d  f r o m  t h e  c u l t u r e  t u b e s  a n d  s o a k e d  f o r  a  f e w  m i n u t e s  i n  a n  
a q u e o u s  f u n g i c i d e  s o l u t i o n  - T h i r a m  8 0 ,  5 g / L  - b e f o r e  b e i n g  
i n s e r t e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  e x p e r i m e n t a l  d e s i g n  i n t o  t h e  r o o t i n g  
b e d s .  B e d s  w e r e  f i l l e d  w i t h  w e t  s a n d  u s e d  a s  r o o t i n g  s u b s t r a t e  
a f t e r  i t  h a d  b e e n  b o i l e d  t o  r e d u c e  d i s e a s e  r i s k s .  
O n c e  s e t  i n t o  t h e  r o o t i n g  b e d ,  t h e  m i c r o s h o o t s  w e r e  
m a i n t a i n e d  u n d e r  5 0 %  s h a d e  w i t h  i n t e r m i t t e n t - m i s t  w a t e r  
3 0 2  
s p r a y s  p r o v i d e d  b y  a  m i s t  s y s t e m ,  t h e  f r e q u e n c y  o f  w h i c b  w a s  
c o n t r o l l e d  b y  a n  " e l e c t r o n i c  l e a f "  s y s t e m  ( H A R T M A N N  e t  a l . ,  
1 9 9 0 )  t o  a v o i d  a n y  d e s i c c a t i o n  d a m a g e .  A q u e o u s  f o n g i c i d e  s o l u -
t i o n s  - m a i n l y  T h i r a m  8 0 ,  5  g l -
1  
- w e r e  s p r a y e d  o n  t h e  
m i c r o s h o o t s  w e e k l y .  
A f t e r  7  w e e k s  t h e  p l a n t l e t s  w e r e  c a r e f u l l y  r e m o v e d  f r o m  t h e  
r o o t i n g  s u b s t r a t e  a n d  p o t t e d  i n d i v i d u a l l y  i n  1 0  c m  x  1 5  c m  
b l a c k  p l a s t i c  b a g  c o n t a i n e r s  f i l l e d  w i t h  c l a y i s h  l o c a l  t o p  s o i l ,  
t h e n  m a i n t a i n e d  i n  t h e  s a m e  e x - u i t r o  c o n d i t i o n s  a s  d e s c r i b e d  
p r e v i o u s l y ,  e x c e p t  t h a t  t h e  f r e q u e n c y  o f  t h e  m i s t i n g ·  w a s  
h a l v e d .  T h e  p o t t e d  p l a n t s  w e r e  k e p t  8  w e e k s  u n d e r  t h i s  
r e g i m e ,  t h e n  r e m o v e d  f r o m  t h e  m i s t - s y s t e m  t o  t h e  f i e l d  
n u r s e r y .  
E x p e r i m e n t a l  d e s i g n s ,  a n a l y s i s  c r i t e r i a  a n d  s t a t i s t i c a l  
t r e a t m e n t  o f  t h e  d a t a  
E x p e r i m e n t  1  
S u r v i v a l  c a p a c i t y  a n d  r o o t a b i l i t y  o f  i n  u i t r o  r o o t e d  v e r s u s  n o t  
r o o t e d  m i c r o s h o o t s  f r o m  j u v e n i l e  a n d  m a t u r e  o r i g i n s  a f t e r  
t r a n s f e r  t o  e x  u i t r o  c o n d i t i o n s  w e r e  a n a l y z e d  a d o p t i n g  a  f u l l  
f a c t o r i a l  d e s i g n  i n v o l v i n g  t h e  f o u r  c o m b i n a t i o n s .  T h r e e  
c o n t i g u o u s  r a n d o m i z e d  c o m p l e t e  b l o c k s  w e r e  e s t a b l i s h e d ,  e a c h  
i n c l u d i n g  4  e l e m e n t a r y  p l o t s  o f  2 0  m i c r o s h o o t s  b y  c o m b i n a t i o n .  
T h i s  e x p e r i m e n t  w a s  f i r s t  d o n e  o n  9 t h  o f  M a y  1 9 9 5 ,  t h e n  
r e p e a t e d  u s i n g  s i m i l a r  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s  o n  t h e  1 0 t h  o f  
O c t o b e r  1 9 9 5 .  T h i s  r e s u l t e d  i n  a  t o t a l  o f  2 0  x  2  x  2  x  3  x  2  =  4 8 0  
m i c r o s h o o t s .  S e v e n  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r  i n t o  t h e  r o o t i n g  b e d s ,  
t h e  s u r v i v i n g  m i c r o s h o o t s  w e r e  r e c o r d e d  a c c o r d i n g  t o  t h e i 1 ·  
o r i g i n ,  d i s t i n g u i s h i n g  b e t w e e n  t h e  r o o t e d  a n d  n o t  r o o t e d  
p l a n t l e t s  t o  e s t a b l i s h  t h e  c o r r e s p o n d i n g  e x  u i t r o  r o o t i n g  r a t e  
o u t  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  s t i l l  a l i v e  a n d  t h e  s u r v i v a l  r a t e s .  b a s e d  
o n  t h e  n u m b e r  o f  m i c r o s h o o t s  i n i t i a l l y  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  
r o o t i n g  b e d .  S u r v i v a l  w a s  r e c o r d e d  a g a i n  f o r  e a c h  p l a n t  
m a t e r i a l  c o m b i n a t i o n  8  w e e k s  a f t e r  p o t t i n g  ( 1 5  w e e k s  a f t e r  t h e  
d a t e  o f  t r a n s f e r  t o  e x  u i t r o  c o n d i t i o n s ) ,  j u s t  b e f o r e  t h e  p o t t e d  
p l a n t l e t s  w e r e  m o v e d  t o  t h e  n u r s e r y .  
T h e  d a t a  w e r e  a n a l y z e d  u s i n g  t h e  S P S S  s t a t i s t i c a l  p a c k a g e  
( S P S S  i n c . ,  1 9 9 0 ) .  N u l l  h y p o t h e s e s  w e r e  r e j e c t e d  f o r  p r o b a b i l i t y  
v a l u e  P  S  0 . 0 5 .  T e s t s  f o r  h o m o g e n e i t y  o f  v a r i a n c e  w e r e  p e r f o r r n -
e d  u s i n g  C R O C H R A N ' s  a n d  B A R T L E T T ' s  t e s t s  ( S P S S  I n c . ,  1 9 9 0 )  
w h i c h  e s t a b l i s h e d  t h e  s u i t a b i l i t y  o f  t r a n s f o r m i n g  t h e  s u r v i v a l  
a n d  r o o t i n g  r a t e s  b y  a r c s i n .  O n e - w a y  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e ,  
f o l l o w e d  b y  t h e  L e a s t  S i g n i f i c a n t  D i f f e r e n c e  t e s t  " L S D r  w h e n  
t h e  n u l l  h y p o t h e s i s  w a s  r e j e c t e d ,  w a s  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  
i n f l u e n c e  o f  t h e  d i f f e r e n t  c a t e g o r i e s  o f  p l a n t  m a t e r i a l  o n  
s u r v i v a l  a n d  e x - u i t r o  r o o t i n g  a n d  t h e n  t o  c o m p a r e  t h e  
c o r r e s p o n d i n g  m e a n s  ( S P S S  I n c . ,  1 9 9 0 ) .  T h e  e f f e c t s  o f  t h e  
e x p e r i m e n t a l  f a c t o r s  o n  t h e  s a m e  t r a i t s  w e r e  a s s e s s e d  c a r r y i n g  
o u t  a n  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e ,  A N O V A  ( S P S S  I n c . ,  1 9 9 0 ) ,  o f  t h e  
f o l l o w i n g  m o d e ! :  
Y i j k 1 :  = µ + R i  +  O i  +  D k  +  B ,  +  ( R O ) , j  +  ( R D ) i k  +  ( R B ) i 1  +  ( O D ) j k  +  
( O B ) j l  +  ( D B h ,  +  E i j k l  
w h e r e :  
Y i j k l :  v a l u e  o f  t h e  p l o t  s u b m i t t e d  t o  t h e  i t h  l e v e l  o f  f a c t o r  i n  u i t r o  
" r o o t i n g " ,  j l h  J e v e l  o f  f a c t o r  " o r i g i n " ,  k t h  l e v e l  o f  f a c t o r  " d a t e  o f  
e x p e r i m e n t "  a n d  ) t h  l e v e l  o f  f a c t o r  " b l o c k " ;  
µ :  " g r a n d  m e a n "  o f  t h e  w h o l e  e x p e r i m e n t ;  
R i :  e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  i n  u i t r o  " r o o t i n g " ,  1  S i  S  2 ;  
O i :  e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  " o r i g i n "  o f  t h e  m i c r o s h o o t s ,  1  S j  S  2 ;  
D k :  e f î e c t  o f  t h e  f a c t o r  " d a t e " ,  1  S k  S  2 ;  
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:  e f f e c t  o f  t h e  f a c t o r  " b l o c k " ,  1  S I  s  3 ;  
( R O \ :  e f f e c t  o f  t h e  i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  t h e  f a c t o r s  " r o o t i n g "  
a n d  " 0 1 ; g i n " ;  
(RD)ik: efTect of the interaction between the factors "rooting" 
and "date"; 
(RB);,: effect of the interaction between the factors "rooting" 
and "block"; 
(OD)ik: efîect of the interaction between the factors "origin" and 
"date"; 
(OB)/ efîect of the interaction between the factors "origin" and 
"blocks"; 
(DB\1: effect of the interaction between the factors "date" and 
"blocks"; 
E;jkl: random error. 
Experiment 2 
The influence of the number of roots formed in vitro on 
survival, root production and growth of the microshoots after 
transfer to ex vitro conditions was examined by selecting for 
each origin 10 in vitro microshoots for each of the following 
classes: no root, 1 root, 2 roots, 3 roots (restricted to 5 
microshoots from the mature origin), and 4 roots or more (from 
the juvenile origin only as none was available from the mature 
origin). These microshoots were transferred to the rooting bed 
in a completely randomized single-microcutting plot design, 
with a regrouping of the juvenile and the mature origins 
together and individually identified with a label. In addition to 
the survival rates defined previously, records were made for 
each labelled plantlet in order to determine the following 
criteria: (i) the height (HO) of the plantlet just after setting in 
the rooting bed; (ii) the height at 7 weeks (H7) and (iii) the 
number of roots (NRex) developed after 7 weeks in the rooting 
bed and just prior to potting; (iv) the height H8 just after 
potting; (v) the height H15 8 weeks after potting (15 weeks 
from the date of transfer to ex vitro) and before dispatch to the 
nursery; (viJ the height increment Hll 7 weeks after transfer to 
ex-vitro conditions (Hll = H7-HO); (vii) the height increment 
HI2 8 weeks after potting (HI2 = H15- H8) and (viii) the 
difference DNR between the number of roots in vitro just 
before transfer and the number of roots recorded ex vitro 7 
weeks later. 
This second experiment was conducted under the same 
experimental conditions and on the same dates as Experirnent 
1. A total of 170 microshoots, 10 x 5 x 2 = 100 for the juvenile 
genotypes and (10 x 3 x 2) + (5 x 2) = 70 for the mature clone 
were observed. The influence of the different categories of plant 
material on the various traits observed and the relevant mean 
comparisons were analyzed applying the same statistical 
procedures as described for Experiment 1, with data trans-
formed by log 10 to fulfil homogeneity of variance requirements 
when needed. Except for the survival rates for which the Chi-
square test was used (SPSS Inc., 1990), the effect of the 
different experimental factors on the various traits observed 
was assessed through an analysis of variance of the following 
mode!: 
Y;ik =µ+Ni + Oi + Dk + (NO)ii + (ND)ik + (OD)ik + Eijk· 
where: 
Yiik: value of the plot corresponding to the i'h level of factor 
"number of in vitro roots", the j'h level of factor "origin" and the 
k'h level of factor "date of experiment"; 
µ: grand mean; 
N;: effect of the factor "number of in vitro roots" of the 
microshoots, 1 sis 4; 
0/ effect of the factor "origin", 1 Sj S 2; 
Dk: effect of the factor "date", 1 S k s 2; 
(NO);( efTect of the interaction between the factors "number of 
in vitro roots" and "origin"; 
(ND)ik: efîect of the interaction between the factors "number of 
in vitro roots" and "date"; 
(OD)ik: effect of the interaction between the factors "origin" and 
"date"; 
E;jk: random error. 
Due to imbalance in the data between the 2 origins of plant 
material, the microshoots with 4 roots or more developed in 
vitro were excluded from the analysis of variance. 
Results 
Experiment 1 
The 4 categories of microshoots were found to noticeably 
influence the ex vitro rooting rate (P= 0.001) and survival 
scores at 7 weeks (P = 0.009) and 15 weeks (P = 0.010) after 
transfer from in vitro as illustrated in figure 1. The analysis of 
variance (Table 1) established that the in vitro rooting status of 
the microshoots prior to acclimatization had an influence on 
survival after 7 weeks, to the advantage of the microshoots 
rooted in vitro compared to the not rooted ones (93.8% vs 
85.46%, respectively). However, this effect was no longer 
significant 15 weeks after transfer. ln vitro rooted microshoots 
also gave rise to higher ex vitro rooting rates than those 
transferred from in vitro without roots (98.4 % vs 83. 7 % 
respectively). DifTerences in age origin of the microshoots 
resulted in significant difTerences in survival 7 weeks and 15 
weeks after transfer to ex vitro conditions (Table 1), with 
higher scores for the juvenile plant material compared to the 
mature clone (95.4% vs 83.7%, and 94.2% vs 81.3%, 
respectively). A significant interaction between the rooting 
status in vitro and the age origin was found only for the ex 
vitro rooting rates (Table 1), with the greatest difîerence 
observed in that respect between the in vitro rooted versus 
unrooted microshoots of the mature origin, as shown in 
figure 1. 
Table 1. - Results from the analyses of variance (significance levels, 
F-test) perfonned for the various traits investigated in relation to the 
different experimental factors assessed in Experiment 1 (see text for 
more information). 
Source 
of variation 
ln vitro rooting status (R) 
Origin (0) 
Dates (D) 
Blocks {B) 
RXO 
R x D 
R x 8 
0 X 0 
0 X 8 
D X B 
df 
2 
2 
2 
2 
Surv.7 
0.036* 
0.005 .. 
0.253 
0.910 
0.641 
0.063 
0.251 
0229 
0.213 
0.347 
Traits 
Surv.15 Rool 
0.071 0.001-
0.010- 0.664 
0.810 0.741 
0,933 0.069 
0.419 0.024* 
0.100 0.563 
0,347 0,762 
0.364 0.125 
0.226 0.059 
0.434 0.757 
Surv. 7 and Surv. 15: survival rates of the microshoots respectively 
7 weeks and 15 weeks after transfer; Root.: rooting rates 7 weeks aft.er 
transfer. The data were transformed by arcsin for homogeneity of 
variance requirements. Asterisks indicate a significant effect of the 
experimental factors on the trait considered at *) P S 0.05, **) P S 0 .01 
and***) P S 0.001 levels of significance. 
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T h e  d i f T e r e n t  c a t e g o r i e s  o f  m i c r o s h o o t s  a s s e s s e d  i n f l u e n c e d  
t h e  h e i g h t  o f  t h e  p l a n t  m a t e r i a l  ( i )  a t  t h e  t i m e  o f  t r a n s f e r  t o  e x  
v i t r o  c o n d i t i o n s  ( H O ,  P  <  0 . 0 0 1 ) ,  ( i i )  a f t e r  a  p e r i o d  o f  7  w e e k s  
( H 7 ,  P < 0 . 0 0 1 ) ,  a n d  ( i i )  a f t e r  1 5  w e e k s  ( H 1 5 ,  P = 0 . 0 0 4 ) .  
M i c r o s h o o t s  w i t h o u t  a n y  r o o t s  i n  v i t r o ,  o r  t h o s e  w i t h  o n l y  o n e  
r o o t  f r o m  t h e  j u v e n i l e  o r i g i n  w e r e  s i g n i f i c a n t l y  s h o r t e r  t h a n  
' # -
J R  J N R  M R  M N R  
P l a n t  m a t e r i a l  c a t e g o r i e s  
1  ~ R o o t .  . f i l i l i l  S u r v . 7  ~ S u r v . 1 5  
F i g u r f !  1 .  - M e a n  e x - v i t r n  , · o o t i n g  r a t e s  ( R o o t . )  a n d  s u r v i v a l  r a t e s  
7  w e e k s  c S u r v .  7 )  a n d  1 5  w e e k s  ( S u r v .  1 5 )  a f t e r  t r a n s f e r  t o  e x - v i t r o  
c o n d i t i o n s  o f  t h e  4  c a t e g o r i e s  o f  r n i c r o s h o o t . s  a s s e s s e d  i n  E x p e r i m e n t  1 ,  
i . e .  j u v e n i l e  r o o t e d  i n  v i t r o  ( J R ) ,  j u v e n i l e  n o t  r o o t e d  i n  v i t r o  ( J N R ) ,  
m a t u , · e  r o o t e d  i n  v i t r o  ( M R )  a n d  m a t u r e  n o t  r o o t e d  i n  v i t r o  ( M N R ) .  F o r  
e a c h  o f  t h e  3  c r i t e r i a  o b s c r v e d ,  l e t t e r s  d i s t i n g u i s h  m e a n s  w h i c h  a r e  
s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a t  t h e  5 , X . .  l e v e l  ( L S D  t e s t ) .  
7  
t h e  o t h e r  c a t e g o r i e s  a t  t h e  t i m e  o f  t r a n s f e r ,  a s  i l l u s t r a t e d  i n  
f i g u r e  2 .  T h i s  t r e n d  w a s  s t i l l  p r e s e n t  7  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r ,  
w h e r e a s  t h e  a v e r a g e  h e i g h t  o f  t h e  j u v e n i l e  m i c r o s h o o t s  n o t  
r o o t e d  i n  v i t r o  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  t h e  o t h e r  c a t e g o r i e s  
a f t e r  1 5  w e e k s  ( F i g u r e  2 ) .  H e i g h t  i n c r e m e n t  f o l l o w i n g  t r a n s f e r  
w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  d i f T e r e n t  m i c r o s h o o t  
c a t e g o r i e s ,  u n l i k e  t h e  n u m b e r  o f  e x  v i t r o  r o o t s  ( P  =  0 . 0 0 2 ) .  F o r  
t h i s  l a t t e r  c r i t e r i o n ,  f i g u r e  3  s h o w s  t h a t  t h e  h i g h e s t  s c o r e s  w e r e  
o b t a i n e d  f o r  t h e  j u v e n i l e  m i c r o s h o o t s  w h i c h  h a d  f o n n e d  3  a n d  4  
r o o t s  i n  v i t r o .  
R e s u l t s  f r o m  t h e  a n a l y s i s  o f  v a r i a n c e  c o n s i d e r i n g  e a c h  
e x p e r i m e n t a l  f a c t o r  i n v e s t i g a t e d  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  o t h e r s  
a r e  g i v e n  i n  t a b l e  2 .  T h e  h e i g h t  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  w a s  s t r o n g l y  
i n f l u e n c e d  b y  t h e  n u m b e r  o f  r o o t s  f o r m e d  i n  v i t r o ,  a t  t h e  t i m e  
o f  t r a n s f e r ,  7  w e e k s  l a t e r  a n d  t o  a  l e s s e r  a l t h o u g h  s t i l l  
s i g n i f i c a n t  e x t e n t  a f t e r  1 5  w e e k s ,  w h i c h  w a s  c o n s i s t e n t  w i t h  
t h e  s i g n i f i c a n c e  l e v e l s  o b s e r v e d  f o r  H l l  a n d  H I 2 .  O v e r a l l ,  t h e  
m i c r o s h o o t s  f r o m  t h e  m a t u r e  o r i g i n  w e r e  t a l l e r  t h a n  t h e  
j u v e n i l e  o n e s  a t  t h e  t i m e  o f  t r a n s f e r  (  1 .  7 6  c m  v s  1 . 4 2  c m ) .  T h i s  
d i f T e r e n c e  i n  h e i g h t  b c t w e e n  t h e  2  o r i g i n s  w a s  s t i l l  p r e s e n t  b u t  
l e s s  o b v i o u s  a f l e r  7  w e e k s  ( 3 . 3 8  c m  v s  3 . 2 0  c m  a n d  d i s a p p e a r e d  
a f t e r  1 5  w e e k s .  T h e  d a t e  o f  t r a n s f e r  n o t i c e a b l y  a ! T e c t c d  t h e  
h e i g h t  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  e x  v i t r o  r e c o r d e d  a f l e r  7  w e e k s ,  a s  
w e l l  a s  t h e  h e i g h t  i n c r e m e n t  m e a s u r e d  a t  t h a t  t i m e .  T h e  
n u m b e r  o f  e x  11i t r o  r o o t s  w a s  m a r k e d l y  i n f l u e n c e d  b y  t h e  
n u m b e r  o f  r o o t s  f o r m e d  p r e v i o u s l y  i n  v i t r o ,  w i t h  a  s i g n i ! i c a n t  
d a t e  e f T e c t  p o i n t e d  o u t .  a l s o  f o r  t h e  d i f T e r e n c e  < D N R )  b e t w e e n  
t h e  n u m b e r  o f  r o o t s  f o r m e d  i n  v i t r o  a n d  t h o s e  p r o d u c e d  e x  l " i t r o  
( T a b l e  2 ) .  O v e r a l l ,  h i g h e r  s c o r e s  w e r e  o b t a i n e d  f o r  t h e  
m i c r o s h o o t s  t r a n s f e r r e d  i n  M a y  ( d a t a  n o t  s h o w n J .  
I n t e r a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  a g e  o r i g i n  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  a n d  
t h e  n u m b e r  o f  r o o t s  p r o d u c e d  i n  v i t r o ,  w h i c h  w a s  m o s t .  o b v i o u ! ô  
f o r  t h e  m i c r o s h o o t s  w i t h  o n e  r o o t  i n  v i t r o  a s  s h o w n  i n  f i g u r e  2 .  
w e r e  f o u n d  s i g n i f i c a n t  o n l y  f o r  h e i g h t  a f t e r  7  w e e k s  a n d  1 5  
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P l a n t  m a t e r i a l  c a t e g o r i e s  
l • H O  I I J H 7  § H 1 5  I  
F i g u r e  2 .  - M e a n  h e i g h t  m e a s u r e m e n t s  i l  j u s t  a f t e r  t r a n s f e r  H O ,  i i )  7  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r  H 7  a n d  i i i )  
1 5  w e e k s  a f t e r  t r a n s f e r  H l 5  ( 8  w e e k s  a f t e r  p o t t i n g )  t o  e x - v i t r o  c o n d i t i o n s  o f  t h e  d i f f e r e n t  c a t e g o r i e s  o f  
m i c r o s h o o t s  a s s e s s e d  i n  E x p e r i m e n t  2 ,  i . e .  w i t h o u t  a n y  r o o t  i n  v i t r o  f r o m  j u v e n i l e  ( O J )  a n d  m a t u r e  
( O M )  o r i g i n s ,  w i t h  1  r o o t  i n  v i t r o  f r o m  j u v e n i l e  ( l J )  a n d  m a t u r e  ( l M )  o r i g i n s ,  w i t h  2  r o o t s  i n  v i t r o  f r o m  
j u v e n i l e  ( 2 J )  a n d  m a t u r e  ( 2 M )  o r i g i n s ,  w i t h  3  r o o t s  i n  v i t r o  f r o m  j u v e n i l e  ( 3 J )  a n d  m a t u r e  ( 3  M )  
o r i g i n s  a n d  w i t h  4  r o o t s  i n  v i t r o  f r o m  j u v e n i l e  ( 4 J )  o , ; g i n .  F o r  e a c h  o f  t h e  3  h e i g h t . s  c o n s i d e r e d ,  l e t t e r s  
d i s t i n g u i s h  m e a n s  w h i c h  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a t  t h e  5  %  l e v c l  ( L S D  t e s t ) .  
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Figure 3. - Average number of ex-vitro roots formed by the microshoots 
7 weeks after transfer, in relation to their age origin and the number of 
in vitro roots they had at the time of transfer in Experiment 2. Letters 
distinguish means which are significantly difTerent at the 5% level 
(LSD test). 
weeks. Corresponding height records, as well as height 
increment measurements after 7 weeks (Hll), were observed to 
be much higher overall for the microshoots of the juvenile 
origin transferred in May compared to the other origin X date 
combinations, as reflected by the significant relevant 
interactions (Table 2). 
Discussion 
The practical prospects of mass micropropagation are largely 
dependent on the success of the acclimatization process and the 
capability of the acclimatized plantlets to resume growth. In 
that respect and based on previous observations, it seems 
founded to devote special attention to the in vitro rooting 
status of the microshoots prior to acclimatization, which is 
liable to vary according to the age of the plant material 
(HACKEIT, 1985, 1988) and to the genotype (HA!SSIG and 
RIEMENSCHNEIDER, 1988). Genetically closely related mature 
and juvenile plant material origins were utilized in order to 
minimize the genetic effects. 
Adventitious roots formed in vitro have been reported for 
different species to display particular morphological and 
anatomical features induced by the physical characteristics of 
the gelled culture medium (MOHAMMED and VIDAVER, 1988; 
McCLELLAND and SMITH, 1988, McCLELLAND et al., 1990). Such 
roots may stimulate growth in vitro as established by the 
measurements made at the time of transfer but in the same 
way as noticed for other tree species (McCLELLAND et al., 1990) 
in vitro formed roots did not seem to be adapted to more 
natural conditions. Indeed, most of them were observed to 
disappear after transfer to the sand used as rooting substrate, 
to be replaced by more slender, branched ex vitro produced 
roots with whitish tips. These roots were assumed to be more 
functional than those formed in vitro (McCLELLAND et al., 
1990). When originating from root tissues initiated in vitro, the 
new ex vitro roots must be considered from the anatomical 
stand point, more as a result of a root regeneration process than 
as a de novo formation of adventitious roots from shoot tissues 
depending upon the capability of the latter to dedifîerentiate 
(HARTMANN et al., 1990). This basic distinction of the origin of 
the roots developed ex vitro could account for the difîerences 
observed after transplanting between the in vitro rooted and 
unrooted microshoots as regards the ex-vitro rooting rates 
especially when referring to the mature origin. Adventitious 
rooting has been reported to be more difficult to achieve from 
mature tissues than from juvenile ones (HACKETT, 1988). ln 
vitro conditions have also been proven for difîerent woody 
species to be more suitable for rooting shoots of mature origin 
than ex vitro conditions (FRANCLET, 1983; HACKE'IT, 1988; 
McCowN, 1988). This could be due to the possibility to 
rejuvenate the mature tissues through successive transfers 
onto appropriate in vitro media, thereby inducing a progressive 
enhancement of their potential for adventitious rooting 
(FRANCLET, 1983; HACKETT, 1985, 1988). At the time of trans-
plant however, some of the microshoots of the mature origin 
had not rooted spontaneously in vitro, possibly because they 
were not sufficiently rejuvenated to display the same capability 
for ex vitro adventitious rooting as their homologs from the 
juvenile origin. This lesser ability for adventitious root forma-
tion after transfer to ex vitro conditions likely induced higher 
mortality rates as compared to the juvenile origin. Thus, for 
this kind of plant material, it seems advisable to root the 
microshoots in vitro, prior to their transfer to ex vitro condi-
tions. Another option which may be worth testing is to dip the 
base of the microshoots not rooted in vitro into a rooting 
powder prior to setting in the rooting beds, as recommended for 
Sequoia sempervirens (POISSONNIER et al., 1980). Depending on 
the species, treatment with exogenous auxin can stimulate the 
potential for ex vitro rooting, while avoiding an additional 
transfer of the microshoots onto a special in vitro rooting 
medium. Practically, ex vitro rooting of tissue-cultured 
microshoots ofîers basic advantages and results m a 
substantial gain of money (McCoWN, 1988). 
Table 2 . - Results from the analyse of variance (significance levels, F-test) performed for the various traits investigated 
(see text for definition) in relation to the difTerent experimental factors assessed in Experiment 2. 
Source Traits 
of variation df 
HO H7 H15 Hl1 Hl2 NRex DNR 
No of roots in vitro 3 <0.001 ·- <0.001- 0.026· 0.003 .. 0.111 0.001- 0.070 
Origin <0.001- 0.030· 0.537 0.158 0.177 0.192 0.373 
Dates 0.442 <0.001-·· 0.391 <0.001 ··· 0.255 <0.001- 0.002-
No of roots in vitro 
X Origin 3 0.126 0.048" 0.029· 0.138 0.363 0.236 0.248 
No of roots in vitro 
X Dates 3 0.079 0.332 0.282 0.591 0.322 0.008 0.092 
Origin X Dates 0.635 0.007 .. 0.028" 0.003" 0.474 0.453 0.380 
HO, H?, NRex and DNR data were transformed by log10 for homogeneity of variance requirements. 
Asterisks indicate a significant efTect of the experimental factors on the trait considered at *) P S 0.05, **) P S 0.01 and 
***) P S 0.001 levels of significance. 
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A s  f a r  a s  t h e  i n f l u e n c e  o f  e x o g e n o u s  f a c t o r s  o n  e x  v i t r o  
a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  i s  c o n c e m e d  ( R A U T E R ,  1 9 8 3 ) ,  s p e c i a l  
c o n s i d e r a t i o n  h a s  t o  b e  d e v o t e d  t o  t h e  m i s t  s y s t e m  ( M c C o w N ,  
1 9 8 8 ;  M O H A M M E D  a n d  V L D A V E R ,  1 9 8 8 ;  D E B E R G H ,  1 9 9 1 ) .  U s e  o f  
m i s t  e n a b l e d  u s  t o  m a i n t a i n  t h e  s u r v i v a l  o f  t h e  d i f î e r e n t  
c a t e g o r i e s  o f  m i c r o s h o o t s ,  e s p e c i a l l y  t h o s e  n o t  r o o t e d  i n  v i t r o ,  
f o r  t h e  t i m e  n e e d e d  t o  d e v e l o p  e x  v i t r o  r o o t s  a n d  t o  g e t  t h e m  
f i n a l l y  a c c l i m a t i z e d  w i t h  o v e r a l l  s u c c e s s  r a t e s  o f  m o r e  t h a n  
8 0 % .  T h i s  s c o r e  i s  f a r  s u p e r i o r  t o  t h e  d a t a  a v a i l a b l e  s o  f a r  f r o m  
t h e  l i t e r a t u r e  i n  t h e  s a m e  f i e l d  o n  t h e  s a m e  s p e c i e s  b a s e d  o n  
t h e  u s e  o f  a  s p e c i f i c  i n  v i t r o  r o o t i n g  m e d i u m  ( M A S C A R E N H A S  e t  
a l . ,  1 9 8 7 ) .  T h e  p r o t o c o l  d e v e l o p e d  i n  o u r  c o n d i t i o n s  h a s  b e e n  
u s e f u l  f o r  s u c c e s s f u l l y  a c c l i m a t i z i n g  5 0 . 0 0 0  m i c r o s h o o t s  o f  t e a k  
t o  d a t e ,  m a i n l y  f r o m  m a t u r e  g e n o t y p e s .  A n o t h e r  i m p o r t a n t  
f a c t o r  w i t h  r e g a r d  t o  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  i s  t h e  r o o t i n g  
s u b s t r a t e  ( R A U T E R ,  1 9 8 3 ;  H A R T M A N N  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  S a n d  w a s  
u s e d  a s  i t  w a s  l o c a l l y  m o r e  e a s i l y  a v a i l a b l e  t h a n  o t h e r  
c o m p o n e n t s  w h i c h  m i g h t  h a v e  b e e n  m o r e  a p p r o p r i a t e  t o  
i n c r e a s e  t h e  r o o t i n g  r a t e s  a n d  c o n s e q u e n t l y  t h e  a c c l i m a t i z a t i o n  
s u c c e s s  ( M O H A M M E D  a n d  V I D A V E R ,  1 9 8 8 ;  H A R T M A N N  e t  a l . ,  1 9 9 0 ) .  
L i g h t  h a s  b e e n  a l s o  o b s e r v e d  t o  i n f l u e n c e  a d v e n t i t i o u s  r o o t  
f o r m a t i o n  d i f f e r e n t l y  a c c o r d i n g  t o  t h e  s p e c i e s  ( T H O M P S O N ,  
1 9 9 2 ) .  I n  o u r  c a s e ,  l o n g e r  p h o t o p e r i o d  i n  M a y  c o u l d  h a v e  
s t i m u l a t e d  t h e  f o r m a t i o n  o f  e x  v i t r o  r o o t s  a n d  c o n s e q u e n t i a l l y  
t h e  e a r l y  g r o w t h  o f  t h e  m i c r o s h o o t s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  
t r a n s f e r r e d  i n  O c t o b e r .  C o n v e r s e l y ,  u n d e r  t h e  s a m e  
e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s ,  t h e  p o t e n t i a l  f o r  a d v e n t i t i o u s  r o o t  
f o r m a t i o n  o f  A c a c i a  m a n g i u m  c u t t i n g s  w a s  o b s e r v e d  t o  b e  
w e a k e r  i n  M a y  t h a n  i n  O c t o b e r  ( M O N T E U U J S  e t  a l . ,  1 9 9 5 a ) .  A s  a  
m a t t e r  o f  f a c t ,  a l t h o u g h  s l i g h t  u n d e r  t h e s e  l a t i t u d e s ,  
d i f f e r e n c e s  i n  p h o t o p e r i o d  d u r i n g  t h e  y e a r  h a v e  b e e n  n o t i c e d  t o  
h a v e  a n  e f f e c t  o n  p l a n t  p h y s i o l o g y  a s  r c f l e c t e d  b y  c h a n g e s  i n  
v e g e t a t i v e  c h a r a c t e r i s t i c s ,  s u c h  a s  s h o o t  g r o w t h  v a r i a t i o n  a n d  
l e a f  f a l l  o b s e r v e d  l o c a l l y  f o r  s e v e r a l  t r e e  s p e c i e s .  
A c k n o w l e d g e m e n t s  
T h e  a u t h o r s  a r e  g r a t e f u l  t o  D r .  M .  C .  B O N  a n d  D r .  D .  G o H  f o r  c r i t i c a l  
r e v i e w s  o f  t h e  m a n u s c r i p t  o f t h i s  p a p e r .  
L i t e r a t u r e  
B O N ,  M . - C .  a n d  M O N T E U U I S ,  O . :  B i o t e c h n o l o g i e s  f o r e s t i è r e s  a u  S a b a h :  
p r e m i e r  b i l a n .  B o i s  e t  F o r ê t s  d e s  T r o p i q u e s  2 4 8 :  3 1 - 4 2  ( 1 9 9 6 ) .  -
D E B E R G H ,  P .  C . :  A c c l i m a t i z a t i o n  t e c h n i q u e  o f  p l a n t s  f r o m  i n  v i t r o .  A c t a  
H o r t .  2 8 9 :  2 9 1 - 3 0 0  ( 1 9 9 1 ) .  - D R I V E R ,  J .  A .  a n d  S U I T L E ,  G .  R .  L . :  N u r s -
e r y  h a n d l i n g  o f  p r o p a g u l e s .  I n :  C e l l  a n d  t i s s u e  c u l t u r e  i n  f o r e s t r y .  V o l .  2 .  
( E d s .  B O N G A ,  J .  M .  a n d  D U R Z A N ,  D .  J . ) .  M a r t i n u s  N i j h o f T  p u b l i s h e r s ,  
D o r d r e c h t ,  T h e  N e t h e r l a n d s .  p p .  3 2 0 - 3 3 5  ( 1 9 8 7 ) .  - F R A N C L E T ,  A . :  
R a j e u n i s s e m e n t ,  c u l t u r e  i n  u i t r o  e t  p r a t i q u e  s y l v i c o l e .  B u l l .  S o c .  
3 0 6  
b o t .  F r . ,  A c t u a l .  b o t .  1 3 0  ( 2 ) :  8 7 - 9 8  (  1 9 8 3 ) .  - H A C K E ' I T ,  W .  P . :  
J u v e n i l i t y ,  m a t u r a t i o n  a n d  r e j u v e n a t i o n  i n  w o o d y  p l a n t s .  H o r t .  R e v .  7 :  
1 0 9 - 1 5 5  ( 1 9 8 5 ) .  - H A C K E I T ,  W .  P . :  D o n o r  p l a n t  m a t u r a t i o n  a n d  a d v e n -
t i t i o u s  r o o t  f o r m a t i o n .  l n :  A d v e n t i t i o u s  r o o t  f o r m a t i o n  i n  c u t t i n g s .  ( E d s .  
D A V I S ,  T .  M . ,  H A I S S I G ,  B .  E .  a n d  S A N K H L A ,  N . ) .  D i o s c o r i d e s  P r e s s ,  P o r t -
l a n d ,  O r e g o n .  p p .  1 1 - 2 8  ( 1 9 8 8 ) .  - H A I S S I G ,  B .  E .  a n d  R I E M E N S C H N E I D E R ,  
D .  E . :  G e n e t i e  e f T e c t s  o n  a d v e n t i t i o u s  r o o t i n g .  I n :  A d v e n t i t i o u s  r o o t  f o r -
m a t i o n  i n  c u t t i n g s .  ( E d s .  D A V I S ,  T .  M . ,  H A I S S I G ,  B .  E .  a n d  S A N K H L A ,  N . ) .  
D i o s c o r i d e s  P r e s s ,  P o r t l a n d ,  O r e g o n .  p p .  4 7 - 6 0  ( 1 9 8 8 ) .  - H A R T M A N N ,  H .  
T . ,  K E s T E R ,  D .  E .  a n d  D A V I E S ,  F .  T . :  P l a n t  p r o p a g a t i o n :  p r i n c i p l e s  a n d  
p r a c t i c e s .  5 t h  e d .  ( E d s .  H A R T M A N N ,  H .  T . ,  K E S T E R ,  D .  E .  a n d  D A V I E S ,  F .  
T . ) .  P r e n t i c e  H a l l  p u b l i s h e r s ,  E n g l e w o o d  C l i f T s ,  N e w  J e r s e y .  6 4 7  p p .  
( 1 9 9 0 ) .  - M A s c A R E N H A S ,  A .  F . ,  K E N D U R K A ,  S .  V . ,  G U P T A ,  P .  K . ,  K H U S P E ,  
S .  S .  a n d  A G R A W A L ,  D .  C . :  T e a k .  I n :  C e l l  a n d  t i s s u e  c u l t u r e  i n  f o r e s t r y .  
V o l .  3 .  ( E d s .  B O N G A ,  J .  M .  a n d  D U R Z A N ,  D .  J . ) .  M a r t i n u s  N i j h o f T  
p u b l i s h e r s ,  D o r d r e c h t ,  T h e  N e t h e r l a n d s .  p p .  3 0 0 - 3 1 5  ( 1 9 8 7 ) .  -
M A S C A R E N H A S ,  A .  F .  a n d  M U R A L I D I I A R A N ,  E .  M . :  C l o n a i  f o r e s t r y  w i t h  
t r o p i c a l  h a r d w o o d s .  I n :  C l o n a i  F o r e s t r y  I l ,  C o n s e r v a t i o n  a n d  A p p l i c a -
t i o n .  ( E d s .  A J i u J A ,  M .  R .  a n d  L I R B Y ,  W .  J . ) .  S p r i n g e r - V e r l a g  p u b l i s h e r s ,  
B e r l i n ,  H e i d e l b e r g .  p p .  1 6 9 - 1 8 7  ( 1 9 9 3 ) .  - M C C L E L L A N D ,  M .  T .  a n d  
S M I T H ,  M .  A .  L . :  R e s p o n s e  o f  w o o d y  p l a n t  m i c r o c u t t i n g s  t o  i n  v i t r o  a n d  
e x - v i t r o  r o o t i n g  m e t h o d s .  P r o c .  I n t .  P l a n t  P r o p .  S o c .  3 8 :  5 9 3 - 5 9 9  ( 1 9 8 8 ) .  
- M c C L F . 1 . 1 . A N D ,  M .  T . ,  S M I T I I ,  M .  A .  L .  a n d  C A 1 l 0 T l i E 1 1 S ,  Z .  1 3 . :  T h e  e ! T e c t s  
o f  i n  v i t r o  a n d  e x  v i t r o  r o o t  i n i t i a t i o n  o n  s u b s e q u e n t  m i c r o c u t t i n g  r o o t  
q u a l i t y  i n  t h r e e  w o o d y  p l a n t s .  P l a n t  C e l l  T i s s u e  a n d  O r g a n  C u l t .  2 3 :  
1 1 5 - 1 2 3 ( 1 9 9 0 ) .  - M c C o w N ,  B .  H . :  A d v e n t i t i o u s  r o o t i n g  o f  t i s s u e  
c u l t u r e d  p l a n t s .  l n :  A d v e n t i t i o u s  r o o t  f o r m a t i o n  i n  c u t t i n g s .  Œ d s .  D A V I S ,  
T .  M . ,  H A I S S I G ,  B .  E .  a n d  S A N K I I I , \ ,  N . ) .  D i o s c o r i d e s  P r e s s ,  P o r t l a n d ,  
O r e g o n .  p p .  2 8 9 - 3 0 2  (  1 9 8 8 ) .  - M O I I A M M l - : l l ,  G .  H .  a n d  V m A V E I I ,  W .  E . :  
R o o t  p r o d u c t i o n  a n d  p l a n t l e t  d e v c l o p m e n t  i n  L i s s u e - c u l t u r e d  c o n i f c r s .  
P l a n t  C e l l  T i s s u e  a n d  O r g a n  C u l t .  1 4 :  1 3 7 - 1 6 0  ( 1 9 8 8 ) .  - M o N T F . U l l l S ,  
O . :  R e c e n t  a d v a n c e s  i n  m a s s  c l o n a i  p r o p a g a t i o n  o f  t e a k .  I n :  P r o c e e d i n g s  
o f  t h e  i n t e r n a t i o n a l  w o r k s h o p  o f  B i o - R e f o r ,  2 8  N o v e m b e r  t o  1  D e c e m b e r  
1 9 9 4 ,  K a n g a r ,  M a l a y s i a .  ( E d s .  R A T M A N ,  W . ,  A H M A D ,  Z .  Y . ,  A . M m ,  H .  M .  S . ,  
D A R U S ,  H .  A . ,  K H o o ,  K .  c  . .  S U Z U K I ,  K . ,  S A K U I I A I ,  S .  a n d  I s 1 1 1 1 ,  K . ) .  B i o -
R e f o r ,  T o k y o ,  J a p a n  a n d  F R I M ,  K e p o n g ,  K u a l a  L u m p u r ,  M a l a y s i a .  p p .  
1 1 7 - 1 2 1  ( 1 9 9 5 ) .  - M O N T E U U I S ,  O . ,  V A I . L A U l < I ,  O . ,  P O U l ' A l m ,  C .  a n d  
C H A U V l f : R E ,  M . :  R o o t i n g  A ( ' Q c i a  1 1 1 a 1 1 g i u 1 1 1  c u t t i n g s  o f  d i f T e r e n t  
p h y s i o l o g i c a l  a g e  w i t h  r e f e r e n c e  t o  l e a f '  m o r p h o l o g y  a s  a  p h a s e  c h a n g e  
m a r k e 1 - .  S i l v a e  G e n e t .  4 4  ( 2 - 3 1 :  1 5 0 - 1 5 4  1 1 9 9 5 a ) .  - M o N T E U l J I S ,  O . ,  
V A i . L A U R i ,  D . ,  P O U P A R D ,  C . ,  H A Z A l ! D ,  L  . .  Y u , ; o F ,  Y . .  W A I I A I ' .  A .  L . ,  G A l ! C I A ,  
C .  a n d  C H A U V I È I I E ,  M . :  P r o p a g a t i o n  c l o n a l e  d e  t e c k s  m a t u r e s  p a r  
b o u t u r a g e  h o r t i c o l e .  B o i s  e t  F o r ê t s  d e s  T r o p i q u e s  2 4 3 :  2 5 - 3 9  (  1 9 9 5 b l .  
- P O I S S O ~ N I E R ,  M . ,  F R A N C L E T ,  A . ,  D L I M A N T ,  M .  J .  a n d  G A l l T I ! \ ' ,  J .  Y . :  
E n r a c i n e m e n t  d e  t i g e l l e s  i n  v i t r o  d e  S e q u o i a  . s e m p c r u i r c n . s  A n n a l e s  
A F O C E L  1 9 8 0 :  2 3 1 - 2 5 3  ( 1 9 8 0 > .  - R A U T E R ,  R .  M . :  C u r r e n t  s t a t u s  o f  
m a c r o p r o p a g a t i o n .  I n :  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  X I X  m e e t i n g  o f  t h e  C a n a d i a n  
T r e e  l m p r o v e m e n t  A s s o c i a t i o n  o n  C l o n a i  f o r e s t r y :  i t s  i m p a c t  o n  t r e e  
i m p r o v e m e n t  a n d  o u r  f u t u r e  f o r e s t s .  2 2  t o  2 6  A u g u s t  1 9 8 3 ,  T o r o n t o .  E d s .  
Z s U F F A ,  L . ,  R A U T E R ,  R .  M .  a n d  Y E A T M A N ,  C .  W . ) .  C a n a d i a n  F o r e s t r y  
S e r v i c e ,  O n t a r i o ,  v o l  2 ,  p p .  5 8 - 7 4  ( 1 9 8 3 ) .  - S P S S / P C +  I n c  1 9 9 0 :  S P S S  
s t a t i s t i c a l  d a t a  a n a l y s i s .  C h i c a g o  ( 1 9 9 0 ) .  - T H O M P S O N ,  D .  G . :  C u r r e n t  
s t a t e - o f - t h e - a r t  o f  r o o t i n g  c u t t i n g s  a n d  a  v i e w  t o  t h e  f u t u r e .  I n :  
P r o c e e d i n g s  o f  t h e  A F O C E L - I U F R O  s y m p o s i u m  o n  M a s s  P r o d u c t i o n  
T e c h n o l o g y  f o r  G e n e t i c a l l y  I m p r o v e d  F a s t  G r o w i n g  F o r e s t  T r e e  S p e c i e s .  
1 4  t o  1 8  S e p t e m b e r  1 9 9 2 ,  B o r d e a u x ,  F r a n c e .  p p .  3 3 3 - 3 4 9  ( 1 9 9 2 ) .  -
W H I T E ,  K .  J . :  T e a k :  s o m e  a s p e c t s  o f  r e s e a r c h  a n d  d e v e l o p m e n L .  F . A . O .  
r e g i o n a l  o f f i c e  f o r  A s i a  a n d  t h e  P a c i f i e  ( R a p a )  p u b l i s h e r ,  p u b l i c a t i o n  
1 9 9 1 / 1 7 ,  B a n g k o k .  5 3  p p .  ( 1 9 9 1 ) .  
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Al>stract 
The influence of five different macronutrient formulations and various growth regulators on micropropagation 
of single node explants from Acacia mangiwn and Paraserianthes falcataria seedlings was examined after 4 
weeks and 8 weeks in 1•i1ro. The experimenl was repeated ..i months later. On media lacking growth regulators , 
growth and development were significantly influenced by the differenl macronutrielll solutions tested , although 
rnorphogenic responses cou Id vary according to the species. For instance. P. falcmaria displayed a greater ability 
for adventitious rooting than A. mangium. Overall, Knop 111acronu1rien1 solution induced the weakest responses . 
Expiant responsiveness was significantly influenced by the addition of 2.2 or 4.4 /.LM 6-benzyladenine combined 
with either 1.4 or 2.3 µM kinetin, 1.5 or 2.5 µM indolebutyric acid or 1.6 or 2.7 11M naphthaleneacetic acid. The 
,·arious cornbinations of growth regulators tested were shown to inhibit the rooting ability of the explants, white 
stirnulating the production of basal shoots for both species. and of axillary shoots only for A. mangium. In such 
experimental conditions, A. 111a11giu111 displayed overall a greater potential for rnicropropagation than P. falcalaria. 
Abbrel'ia1io11s: BA - 6-benzyladenine; 3/4 8 5 - Gamborg et al. 3/4 strength medium ; IBA - indole-3-butyric 
acid; 1/2 MS - Murashige and Skoog 1/2 strength medium: NAA - naphthaleneacetic acid; 2/3 QL- Quoirin and 
Lepoivre 2/3 strength medium; 2/3 SH - Schenk and Hildebrandt 2/3 strength medium 
Introduction 
Acacia mangium Willd . and Paraserianthesfalcataria 
(L) Nielsen, formerly known as Albizzia falcalaria, 
are two tropical legume trees belonging Lo the Legu-
minosae family (Mimosoideae sub-family). They both 
orig inale from Papua New Guinea, and Eastern 
provinces of Indonesia, with extension to northem 
Australia (Queensland) for A. mangium (Gunn and 
\1idgley. 1991 ), and more easlem to Samoa, Fiji and 
Hawaii for P. falca1aria (Zabala, I 993). 
Both exhibit impress ive growth performances un-
der the humid tropical conditions of South East Asia . 
They outperform many other fast-growing species 
such as E11calyp1Hs deglupw and Gmelina arhorea 
on acid and roor so il s. They can restore the fenil -
ity owing their nalural nitrogen-fixing capacity (Sim, 
1987). These remarkable growth performances have 
accounted for subsequenl introductions of these two 
species in many tropical countries for pulpwood pro-
duction for A. mangium, and for wider range of wood 
end-uses for P. falca1aria (Zabala, I 993). 
Despite thi s increasing crop potential for re-
afforestation, tree improvemenl programmes for A. 
111angi11111 and more particularly for P. falcacaria are 
still in their infancy. It is important to develop sui table 
tools 10 impro\'e the genetic quality of the planting 
stock. ln thi s regard, vegetative propagation is worth 
spec ial auention. particularly tissue culture (Galiana 
el al.. 1991: Mohd Basri and Alang. 1987: Rajadu-
rai el al.. 1987) as a possible alternative 10 overcome 
the.: li111i1ed success of more conventi ona l techniques 
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f a c e d  f o r  A .  m a n g i u m  ( D a r u s ,  1 9 9 1 ;  M o n t e u u i s  e t  a l . ,  
1 9 9 5 ;  M o n t e u u i s ,  1 9 9 5 ;  P o u p a r d  e t  a l . ,  1 9 9 4 )  a n d  f o r  
P .  f a l c a t a r i a  ( C h i a ,  1 9 9 3 ;  Z a b a l a ,  1 9 9 3 ) .  
T h e  p u r p o s e  o f  t h i s  s t u d y  w a s  t o  a s s e s s  t h e  i n -
f l u e n c e  o f  d i f f e r e n t  m a c r o n u t r i e n t  f o r m u l a t i o n s  a n d  
g r o w t h  r e g u l a t o r  c o m b i n a t i o n s  o n  i 1 1  l ' i t m  m o r -
p h o g e n e t i c  r e s p o n s e s  f r o m  j u v e n i l c  e x p l a n t s  o f  A .  
1 1 1 a 1 1 g i u 1 1 1  a n d  P .  f a l c a t a r i a .  
M a t c r i a l s  a n d  m c t h o d s  
P l a 1 1 1 1 1 1 m e r i a l  w u /  c u i r  u r e  C ( ) f U f i t i o n s  
T h e  i n f l u e n c e  o f  t h e  m a c r o n u t r i c n t s  a n d  t h e  g r o w t h  
r e g u l a w r s  o n  t h e  i n  , · i t m  m o r p h o g e n i c  c a p a c i t y  o f  t h e  
e x p l a n t s  w a s  a s s e s s e d  s e p a r a t e l y  a n d  t w i c c .  T h e  e x -
p l a n t s  f o r  b a t h  A .  1 1 1 a 1 1 g i 1 1 1 1 1  a n d  P .  f a l c a t a r i a  c o n s i s t e d  
o f  1 . 5  c m  l o n g  s i n g l e  n o d e  m i c r o c u l l i n g s ,  e a c h  w i t h  
o n l y  o n e  l e a f  a n d  n o  s h o o t  t i p .  F o r  t h e  f i r s t  r u n  o f  
t h e  e x p e r i m e n t ,  t h e y  w e r e  e x c i s e d  f r o m  t h e  e p i c o t y l  
o f  3 - m o n t h - o l d  i n  1•i r r o  g e n n i n a t e d  s e e d l i n g s  b e f o r e  
b e i n g  p l a c e d  o n  t h e  d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a .  S e e d s  o f  
A .  1 1 1 a 1 1 g i 1 1 1 1 1  a n d  P .  f a l c a t a r i a  w e r e  s o a k e d  f o r  5  t o  I  0  
s e c o n d s  a n d  I  m i n  i n  h o t  w a t e r  ( 9 0 - 9 5  ° C )  r e s p e c -
t i , · e l y .  t h e n  s u r f a c e  d i s i n f e s t e d  b y  i m m e r s i o n  i n  7 0 %  
e t h a n o l  p l u s  3  d r o p s  o f T w e e n  8 0  f o r  1 0  m i n  f o l l o w e d  
b y  3  r i n s e s  i n  s t e r i l e  u l t r a  p u r e  w a t e r  b e f o r e  p l a c e m e n t  
o n t o  h a l f - s t r e n g t h  M u r a s h i g e  a n d  S k o o g  (  1 9 6 2 )  m a c r o  
a n d  m i c r o n u t r i e n t  s o l u t i o n  s u p p l e m e n t e d  w i t h  5 0  m g  
1 -
1  
m y o - i n o s i t o l ,  5 0 0  m g  1-
1  
c a s e i n  h y d r o l y s a t e ,  2  m g  
1 -
1  
g l y c i n e ,  1  m g  1 -
1  
t h i a m i n e ,  1  m g  1-
1  
p y r i d o x i n e -
H C I ,  1  m g  1 -
1  
n i c o t i n i c  a c i d ,  2 0  g  1-
1  
s u c r a s e .  T h i s  
w a s  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  b a s a l  c u l t u r e  m e d i u m .  F o r  t h e  
s e c o n d  r u n  o f  t h e  e x p e r i m e n t .  t h e  e x  p l a n t s  o r i g i n a t e d  
f r o m  t h e  s a m e  s o u r c e  a n d  w e r e  o f  t h e  s a m e  t y p e  a s  
t h o s e  u t i l i z e d  f o r  t h e  f i r s t  r u n ,  b u t  w e r e  s u b c u l t u r e d  
f o r  4  m o n t h s  w i t h  m o n t h l y  t r a n s f e r  t o  t h e  f r e s h  b a s a l  
m e d i u m  b e f o r e  b e i n g  e x p o s e d  t o  t h e  d i f f e r e n t  t r e a t -
m e n t s .  A t  e a c h  t r a n s f e r ,  t h e  e l o n g a t i n g  e x p l a n t s  w e r e  
t r i m m e d  i n t o  1 . 5  c m  l o n g  s i n g l e  n o d e  m i c r o c u t t i n g s  
" · i t h  o n l y  o n e  J e a f :  t h e  s h o o t  t i p s  w e r e  s y s t e m a t i c a l l y  
d i s c a r d e d .  
T h e  i n f l u e n c e  o f  m a c r o n u t r i e n t s  o n  i n  l ' i t r o  m o r -
p h o g e n e s i s  w a s  a s s e s s e d  b y  p l a c i n g  t h e  s i n g l e  n o d e  
m i c r o c u t t i n g s  o n  5  d i f f e r e n t  c u l t u r e  m e d i a  t o t a l l y  l a c k -
i n g  e x o g e n o u s  g r o w t h  r e g u l a t o r s ,  a n d  v a r y i n g  o n l y  
i n  t h e i r  m a c r o n u t r i e n t  c o m p o s i t i o n .  T h e s e  c o n s i s t e d  
o f  " 3 / 4  8 5 "  f o r  3 / 4  d i l u t e d  G a m b o r g  e t  a l .  ( 1 9 6 8 ) .  
" K n o p "  f o r  K n o p  ( 1 8 6 5 ) ,  " J / 2  M S "  f o r  h a l f  s t r e n g t h  
J \ 1  u r a s h i g e  a n d  S k o o g  (  1 9 6 2 )  ,  " 2 / 3  Q L "  f o r  2 / 3  d i -
l u t e d  Q u o i r i n  a n d  L e p o i v r e  ( 1 9 7 7 )  a n d  ' " J . / 3  S l - - 1 "  f o r  
' 1 J 3  s t r e n g t h  S c h e n k  a n d  H i l d e b r a n d t  (  1 9 7 2 ) .  A l i  t h e s e  
m a c r o n u t r i e n t  f o r m u l a t i o n s  w e r e  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
h a l f - s t r e n g t h  M u r a s h i g e  a n d  S k o o g  ( 1 9 6 2 )  m i c r o n u -
t r i e n t s  a n d  t h e  o t h e r  c o m p o n e n t s  o f  t h e  b a s a l  c u l t u r e  
m e d i u m  d e s c r i b e d  a b o v e .  
T h e  g r o w t h  r e g u l a t o r e x p e r i m e n t  c o n s i s t e d  o f  p l a c -
i n g  t h e  m i c r o c u t t i n g s  o n  t h e  b a s a l  1 / 2  M S  c u l t u r e  
m e d i u m  p r e v i o u s l y  d e f i n e d  a n d  s u p p l e m e n t e d  w i t h  
o n e  o f  t h e  f o l l o w i n g  g r o w t h  r e g u l a t o r  c o m b i n a t i o n s :  
(  1 )  n o  g r o w t h  r e g u l a t o r  ( c o n t r a i ) .  ( 2 )  2 . 2  1 1 . M  B A  +  
1 . 4  1 1 M  K i n e t i n ,  ( 3 )  2 . 2  µ M  B A +  1 . 5  / L M  I B A ,  ( 4 )  
2 . 2 1 1 M  B A +  l  . 6 1 . 1 . M  N A A .  ( 5 )  4 . 4  J L M  B A +  2 . 3  / L M  
K i n e t i n .  ( 6 )  4 . 4 1 1 M  B A +  2 . 5 1 1 M  I B A  o r  ( 7 )  4 . 4 1 1 M  
B A +  2 . 7  1 1 M  N A A .  
E x p l a n t s  w e r e  p l a c e d  i n d i v i d u a l l y  i n  2 1  x  1 5 0  m m  
g l a s s  t e s t  t u b e s  c o v e r e d  w i t h  p o l y p r o p y l e n c  c a p s  a n d  
c o n t a i n i n g  1 0  m l  o f  s p e c i f i e d  c u l t u r e  m e d i u m  s o l i d i -
f i e d  w i t h  0 . 7 9 é  " h i g h  g e l  s t r e n g t h "  S i g m a  a g a r .  T h e  p H  
o f  a i l  t h e  c u l t u r e  m e d i a  w a s  a d j u s t e d  t o  5 . 6 - 5 . 8  w i t h  
K O H  p r i o r  t o  a u t o c l a v i n g  a t  1 2 0  ° C  a n d  9 5  k P a  f o r  
2 0  m i n .  A f t e r  i n o c u l a t i o n .  t h e  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  
u n d e r  a  1 6 - h  p h o t o p e r i o d  ( 5 0 - 6 0 1 1 1 1 1 0 1  m -
1  
ç
1  
, " T L D  
3 6 \ V / 8 4  P h i l i p s "  f l u o r e s c e l l l  I a m p s )  a l  2 8 / 2 2  ±  2  ° C  
l i g h t / d a r k .  
E i • a / 1 1 m i o 1 1 1 1 1 e t h o d s  
T h e  c a p a c i t y  f o r  m o r p h o g e n e s i s  o f  t h e  m i c r o c u t t i n g s  
w a s  e x a m i n e d  a f t e r  4  a n d  8  w e e k s  o f  c u l t u r e  o n  t h e  
v a r i o u s  m e d i a .  T h e  f o l l o w i n g  t r a i t s  w e r e  r e c o r d e d  f o r  
e a c h  o f  t h e  5  m a c r o n u t r i e n t  f o r m u l a t i o n s  t e s t e d :  
- p e r c e n t a g e  o f  m i c r o c u t t i n g s  t h a t  p r o d u c e d  a x i l l a r y  
s h o o t ( s )  m o r e  t h a n  I  m m  l o n g .  
- l e n g t h  o f  t h e  l o n g c s t  a x i l l a r y  s h o o t  ( m o r e  t h a n  1  
m m ) ,  
- n u m b e r  o f  p i n n a e  p e r  m i c r o c u n i n g  w i t h  a  d e v e l -
o p e d  a x i l l a r y  s h o o t ,  
- p e r c e n t a g e  o f  r o o t e d  m i c r o c u t t i n g s ,  
- n u m b e r  o f  a d v e n t i t i o u s  r o o t s  p e r  r o o t e d  m i c r o c u t -
t i n g ,  
- n u m b e r  o f  s e c o n d a r y  r o o t s  p e r  r o o t e d  m i c r o c u t -
t i n g ,  a n d  
- l e n g t h  o f  t h e  l o n g e s t  s e c o n d a r y  r o o t  p e r  r o o t e d  
m i c r o c u t t i n g .  
T h e  m o r p h o g e n i c  c r i t e r i a  r e c o r d e d  t o  a s s e s s  t h e  
i n f l u e n c e  o f  t h e  g r o w t h  r e g u l a t o r s  i n v e s t i g a t e d  w e r e :  
- t h e  p e r c e n t a g e  o f  m i c r o c u l l i n g s  t h a t  h a d  p r o d u c e d  
a x i l l a r y  s h o o t ( s )  m o r e  t h a n  I  m m  l o n g ,  
- t h e  l e n g t h  o f  t h e  d e , · e l o p e d  a ., i l l a r y  s h o o t  m o r e  
t h a n  I  m m  l o n g ,  
- lhe number of basal shoolS more lhan I mm long 
produced per microculling, 
- lhe lenglh of lhe lallesl basal shoot more lhan 
mm long produced per microcutting, 
- the percentage of rooted microcuttings, 
- the percentage of microcuttings with a spongy 
basal callus. 
Results are expressed as means based for bath 
species on 96 explants, combining the first and the 
second runs of the experiment, each with 48 explants 
per experimental treatment. The influence of the main 
experimental factors (macroelements or growth regu -
lators) on expiant responsivencss, within each species 
and scparatcly for data collectcd 4 wceks and 8 weeks 
after placement in 1·itro, was statistically analyzed us-
ing SPSS/PC+ statistical package (SPSS Inc .. 1990). 
The data were subjected to the X 2-Pearson ·s test (pro-
portions) or to a two-way factorial analysis of variance 
test (F test) , with expiant origin ( 1 st or 2nd run of 
the experiment) as the second factor, after proper 
transformation as needed. The Jeast significant dif-
ference (LSD) multiple comparison test was used to 
determine significant differenccs among the treatment 
means only when the F test was significant. A proba-
bility levcl of p ~ 0 .05 was considered significant for 
ail the statistical analyses. 
Results and discussion 
Infiuence of rhe 111acroe/eme11r formu/ario11s 011 
explanr 111orphoge11esis 
For A. mangium as well as for Pfalcataria, the propor-
tion of microcuttings that developed axillary shoot(s) , 
the growth of these shoots and the number of pinnae 
produced varied significantly (p < 0.001) after 4 weeks 
and 8 weeks of culture according to the nature of the 
macronutrients (Table 1 ). Taller shoots were induced 
by 3/4 Bs and 2/3 SH for A. mangium and by 1/2 MS 
for Pfalcataria. 
The macronutrients solutions tested had also a 
significant influence on the percentage of rooted mi-
crocuttings after 4 and 8 weeks for both species (p 
< 0.001), and on the number of advenlitious roots 
produced after 4 weeks (p = 0 .023) and 8 weeks (p 
< 0.001) only for P falcataria. Overall, A. mangiwn 
explants rooted in lower proportions than Pfalcararia 
ones, panicularly aftcr 8 weeks of culture, without 
any s ignificant influence of the macronutrients except 
for Knop. and produced fewer adventitious roots, ir-
rèspcctivc of the rnacroe le me nts. For both spec ies. 
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the macrosalts had a marked effect after 4 and 8 
weeks (p < 0.001, un Jess otherwise stated) on the 
number (p < 0.002 after 4 weeks for A. mangium) 
and on the length of the secondary roots formed per 
rooted expiant. A. mangium rooted microcuttings pro-
duced longersecondary roots overall than Pfalcataria 
ex plants. 
Almost ail the morphogenic traits observed for 
both spccics were significantly influenced by the dif-
ferent macrosalt formulations tested. The macroele-
ments can actually influence the morphogenetic re-
sponsc of ex plants firstly through the total ionic con-
centration of the macrosalt solution, and secondly 
through the type or the rnacroclcments provided. Em-
phasis was givcn in our study to this taller aspect 
by sclccting fivc standard macrosalt fonnulations dif-
fering markedly frorn one another by the nature of 
the major elements included in the media. Prelim-
in:iry experiments (data not shown) established that 
MS major elements diluted once (1/2 MS) gave better 
organogenic responses than MS full strength, as no-
tiCèd also by Galiana et al. ( 1991) for shoot and root 
production in A. 11w11gi11111 explants. The strength of 
the different macrosa lt solutions tested was therefore 
diluted in ordcr that their total ionic concentrations 
rangcd from -1--1-.4 meq 1- 1 for the 2/3 SH solution 
to 50.-1- meq 1- 1 for the 2/3 QL formulation, more 
adapted to micropropagation of tree species than ri cher 
so lutions (George and Sherrington, 1984). Only Knop 
w:is maintained at ils original ionic strength of 29.6 
meq 1- 1• Allempts at using a more concentrated Knop 
formulation to reach the total strength of the other 
media caused a liquefaction of the gelled medium. 
This lower total salinity can account for the weaker 
morphogen ic responses observed overall on Knop, 
compared to the other so lutions tested . 
!11fi11ence of rhe growrh regu/aror combinations on 
exp/a111 morphogenesis 
The different treatments tested had a marked influence 
on the proportion of microcullings which produced an 
axi ll ary shoot and the length of it after 4 and 8 weeks 
(p < 0.001) for both species (Table 2). By compari-
. on ,,·ith the con trol , ail the various growth regulators 
added 10 the culwre medium stimulated axillary shoot 
formation in A. 111a11git1111 explants. ln contrast, the 
prnduction of axillary shoots in Pfa/cataria was more 
likcly lO vary acco rding lo the differenl gr9wth reg u-
l;1tor rn111b ina1io ns 1es1ed. panicularly after4 weeks in 
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T a b l e  J .  M e a n  v a l u e s  o f  t h e  d i l T e r e n t  m o r p h o g e n i c  c r i t e r i a  e x a m i n e d  f o r  j u v e n i l e  i n  1 • i t m  e x p l a n t s  o f  A c a c i a  1 1 1 a 1 1 g i u m  a n d  P a r a s e r i a 1 1 1 l , e s  
f a l c a t a r i a  i n  r e l a t i o n  1 0  t h e  v a r i o u s  m a c r o n u t r i c n t  f o n n u l a t i o n s  1 e s 1 c d  a f t c r  4  w e e k s  a n d  8  " · e e k s  o f  c u l t u r e .  
S p e c i e s  A c a c i a  m a 1 1 g i 1 1 1 1 1  
P a r , u e r i a 1 1 1 l , e s  f a l c a t a r i a  
M e d i u m  
3 / 4  8 5  
K n o p  
J n M S  7 1 3  Q L  
7 1 3  S H  ) / - 1  8 5  K n o p  
1 / 2  M S  7 1 3  Q P  
7 1 3  S H  
%  o f  e x p l a n l s  
w i t h  a x i l l a r y  s h o o t  
4  w e c k s  
7 7 . 2 h c  6 7 . 0 c  8 4 . J a h  
9 2 . 9 a  
7 9 . 2 b c  8 6 . 9 a h  
) 5 . 6 d  
9 1 . 4 a  T 2 . . 9 c  7 5 . 6 b c  
8  w e e k s  
7 5 . & d  6 8 . J d  8 7 . 0 a h  9 4 . 0 a  
8 ) . 2 h c  9 7 . f u  
7 7 . 0 h  
1 0 0 . 0 a  1 0 0 . 0 a  9 8 . 6 a  
A x i l l a r y  s h o o t  
J e n g t h  ( m m )  
4  w c c k s  ) . X a h  2 . ) d  
) . 5 h c  
: u c  
4 . l a  ' . \ 2 h  2 . 4 h  
6 . ! t 1  
3 . 7 h  
3 . 9 h  
X  w c c k s  
1 2 . 0 a  6 . 6 c  
9 . X h  9 . 2 h  1 2 . 0 a  
1 7  . S h . :  X . f ü l  
2 9 . 7 ; i  19 . 6 h  
1 6 . 6 c  
N o  o f  p i n n a c  
p c r  e x p i a n t  
4  w c e k s  
5 . 2 a b  
) . ) d  
4 . 8 h < :  4 . 4 < :  5 . 5 a  
3 . J t ,  
2 . 6 h  
4 A a  
2 . 9 h  2 . 8 h  
8  w c e k s  
1 7 . 2 a h  1 2 . 0 d  l  5 . 8 l x :  
1 4 . 2 ,·  
1 8 . 0 a  1 2 5 h . :  7 . 4 d  1 5 . 7 a  
1 - l f ü h  
1 2 . 4 c  
' f i - o f  r o o 1 i n g  
4  w e e k s  6 7 . 4 a  
4 1 . 5 b  6 9 . 6 a  7 7 . 6 a  
6 8 . 8 a  
~ ~ - 3 : t  
3 5 . 6 h  
X J . 7 a  7 1 . X a  7 3 . J a  
8  w c e k s  
7 1 . 4 a  
5 6 . 4 h  
7 7 . 4 a  
8 3 . 3 a  7 5 . 8 a  9 - 1 . l l a h  7 2 . J c  9 0 . J b  9 8 . 6 a  9 7 . l a h  
N o o f  
a d v e n t i t i o u s  r o o t s  
4  w e e k s  
1 . 0  1 . 0  1 . 0  1 . 0  
1 . 0  
3 . - l h  
2 . 9 h  
- L , a  
3 . - l h  3 . 4 a h  
8  w e c k s  
1 . 3  1 . 2  
1 . 4  
1 . 3  
1 . 4  Ï . l b  4 . 8 h  7 . 7 a  7 . 0 a  7 . 5 a  
N o o f  
s c c o n d a r y  m o l s  
4  w e c k s  
I J . 7 a b  9 .  l c  1 0 . 4 c  
I 0 . 9 h c  1 5 . 0 a  9 . 6 h  
2 . 5 c  1 3 . 2 a  5 . 9 h c  
7 . 8 h  
8  w e e k s  
2 4 . 6 a  
2 0 . 0 h c  
1  ( d d  
1 8 . 2 c d  2 2 . 4 a h  
~ O . S a  9 . 0 h  2 2 . l a  
1 9 . - l a  
1 9 . 3 a  
L o n g e s !  s e c o n d a i ) '  
r o o t  J e n g t h  ( m m )  
4  w e c k s  
1 8 . 4 a h  
9 . l d  1 4 . 0 c  
1 7 . 4 b  
2 0 . 3 a  
1 1 5 1 : ,  
5 . 3 c  1 4 . 9 a  1 1 . 6 b  1 3 . 3 b  
8  w e e k s  
2 8 . 8 a  2 2 . 4 b  2 0 . l b  2 7 . 7 a  
2 8 . 9 a  I S . 6 h  1 1 . 4 c  2 1 . 6 a  
1 9 . ) b  
1 8 . 4 b  
' . \ k a n s  a r e  b a s e d  o n  9 6  o b s e r v a t i o n s .  c o r r e s p o n d i n g  10  t w o  r e p e 1 i 1 i o n s  o f  4 8  e x p l a n t s  J J < ! r  1 r e a 1 m e n 1  a l  4  m o n t h  i n t e r v a l  ( s e c  1 e x 1  f o r  m o r e  
i n f o n n a t i o n ) .  S e p a r a t e l y  f o r  e a c h  s p e c i e s .  Je u e r s  w i t h i n  e a c h  r o w  d i s t i n g u i s h  m e a n s  w h i c h  a r e  s i g n i f i c a n t l y  d i f f e r e n t  a l  t h e  5 %  l e v e l  ( X
2
-
P e a r s o n ' s  a n d  L S D  t e s t s ) .  
c u l t u r e ,  w h i c h  r e s u l t e d  a i l  i n  a n  i n h i b i t i o n  o f  a x i l l a r y  
s h o o t  e l o n g a t i o n  c o m p a r e d  t o  t h e  c o n t r o l .  
F o r  b o t h  s p e c i e s ,  t h e  s e v e n  e x p e r i m e m a l  t r e a t -
m e n t s  i n f l u e n c e d  s i g n i f i c a n t l y  t h e  m e a n  n u m b e r  o f  
b a s a l  s h o o t s  p r o d u c e d  p e r  m i c r o c u t t i n g  a f t e r  4  a n d  
8  w e e k s  o f  c u l t u r e  ( p  =  0 . 0 0 2  f o r  P  f a l c a r a r i a  a t  
. i  w e e k s ,  o t h e r w i s e  p  <  0 . 0 0  I  ) ,  a n d  t h e  J e n g t h  o f  
t h e  l o n g e s t  b a s a l  s h o o t  ( p  <  0 . 0 0 1  ) .  I n  a i l  s i t u a t i o n s .  
t h e  p r o d u c t i o n  o f  b a s a l  s h o o t s  w a s  s t i m u l a t e d  b y  t h e  
g r o w t h  r e g u l a t o r s  a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m .  I n  p a r -
t i c u l a r ,  t h e  c o m b i n a t  i o n  o f  B A  4 . 4  µ , M  +  I B A  2 . 5  µ M  
w a s  v e r y  e f f e c t i v e  o n  A .  m a n g i u m  a s  c o m p a r e d  t o  t h e  
c o n t r o l  i n  w h i c h  n o  s h o o t  f o r m a t i o n  o c c u r r e d .  O v e r a l l .  
t h e s e  b a s a l  s h o o t s  e l o n g a t c d  b e t t c r  i n  A .  1 1 1 a 1 1 g i 1 1 1 1 1 ,  e s -
r e c i a l l y  w h e n  t h e  m i c r o c u t t i n g s  w e r c  e x p o s e d  t o  B A +  
I B A .  o r  B A  +  N A A ,  t h a n  i n  P  f a l c m a r i a  w h e n  p l a c e d  
i n  t h e  s a m e  e x p e r i m e n t a l  c o n d i t i o n s .  
O v e r a l l .  t h e  c o m b i n a t i o n s  o f  g r o w t h  r e g u l a t o r s  
a d d e d  t o  t h e  c u l t u r e  m e d i u m  r e s u l t e d  i n  a  s t r o n g  i n -
h i b i t i o n  o f  t h e  c a p a c i t y  o f  t h e  m i c r o c u n i n g s  t o  f o r m  
a d v e n t i t i o u s  r o o t s  f o r  A .  1 1 1 a 1 1 g i u m ,  a n d  f o r  P  f a l -
c a r a r i a ,  a f t e r  . i  a n d  8  w e e k s  o f  c u l t u r e  c o m p a r e d  t o  
t h e  c o n t r o l  ( p  <  0 . 0 0 1  ) .  T h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w a s  p a r -
t i c u l a r l y  s t r o n g  f o r  a i l  t h e  g r o w t h  r e g u l a t o r  t r e a t m e n t s  
t e s t e d  o n  P  f a / c a 1 a r i a  w h e r e a s  n o t i c e a b l e  d i f f e r e n c e s  
w e r e  o b s e n · e d  a m o n g  t h e  s a m e  g r o w t h  r e g u l a t o r  t r e a t -
m e n t s  f o r  A .  1 1 1 a 1 1 g i u 1 1 1 ,  e s p e c i a l l y  a f t e r  8  w c e k s  o f  
e x p o s u r e .  B A  c o m b i n e d  t o  I B A  o r  t o  N A A  r e s u l t e d  
i n  h i g h e r  r o o t i n g  r a t e s  t h :1 1 1  f o r  t h e  c o m b i n a t i o n  o f  B A  
a n d  K i n c t i n .  
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Tal,ft, 2. Mc,111 ,·,tlues of 1he diffcn.:111 moq1h<l~cnic.: cri1cria examine<.! for juvenilc in ,·itro cxpl..ims of AaKia 111,11rgi11111 and Puruscri<111rlll'.\' 
faln11aria in rd,uinn 10 1he various growlh rcgulalor 1rca1mcn1s 1cs1cd afler ~ wccks and 8 wccks of cullurc. 
Spc\.'.i1..· :,; A,·m·ill m,mgium l'orll.,·c·riumlu•.r; Jukuwria 
Growth Il BA 2.2 IIA 2.2 IIA 2 .2 IIA4..l BA ~..l BA~-~ 11 BA2.2 HA 2.2 UA 2.2 BA4.4 IIA 4.4 llA 4.4 
r1..·gul ;ttllr:,. + + + + + + + + + + + + 
<11MI Kin\.'lin I.~ IIIA 15 NAA 1.(, Kin..:,in 2 .. \ IBA 2.5 1\.-\ .·\ 2 .7 Kinc:tin l..l RA 15 NAA 1.6 Kinc:1in :! .J IBA 25 NAA 2.7 
'~ of 1..·~pl:mh 
wilh a,ill .1ry ,hc"'" 
-l \\'1..•1,;l:,. S-l .. '\c 'J7.X:1h 1)6.7 :1h 'J5.Xh l<Kla l<Kla tJï .S:1h 1XJ.J:1 ')1.5 ., 71.0hc 72..lhc XI.Kah (,<,.7.: 67 .7hc 
s \\1..•1..•I,..:,. S7.llh l<Kl:t lJ(l_•-1:t l<Ml:t l(Kla IIKl.1 l(kl.1 l<Kla '17.lbh Xl.k CJX.5:t 9X.-h 97.4:th <)(J.2hc 
A,ill :tr~ , hou\ 
1,,.-n;!lh 11111111 
4 \\1..'\.'":,. 35:th _, _Jh _, _<,:,h ."\.(,:1h 2.Cl4: -l , :!;1 .~. S:ih h .'b 3.11Jx· ~ .7h 2.51..· 
~-""' J .7,d J .11<.I 
:,.:. \\\,'1,:J.., q S:1 <1 S"·cl CJ_tJ ,th ,, .5,:d 5 .7<1 1J.0 .1h S.~h"· '21J 7a ) .:!h (,Jlh ~.:?-.· 5.::!I°",: 45d ,-Lkd 
:,,.;:Il 11( 
h;i , .1/ ,Ji, ,11h 
J ''"·,.:1-. :-. 11.l k 1.111, 1.2h 15h l .lh ~ .. h : . (l.l 11.lld 1 J;dx· l .h:th l .:?:1l'l· 1.k l .'};1 l . .'h1..: 
;\ \\1,.'1..·h., 11.1~1 .:!JI,: 2. 11..· :!.<,tx· :!.31,· .J 5:1 _-; _ïh 11.1~1 1.71,· l .');ih 1..lc l .');1h .::! . l :1 1.71,· 
l.1111 ,;:1..· ,1 '1.1,:tl 
,!11,,,1 kn,:-'.th (1111111 
...! \\1,.•d,, 2 . .'\· .l .. l h 4.Cla :? .6ht.." 5 . 1:t (, . ~;, 2. lh 4.Cl:t :? .::!h 2 . .'a 1.7h 1.7h 
~ \\1,.'1..·h., 5 . 11..· h.7h S5h 5 .(k: 111.0., 1115.1 :! .S:1 .'.6:th 2.-k 25ah :!.-fah 2.0h 
'.i: ,,r n .... ,tin~ 
.J\\ù.·h. , h 1) .h,I l.k 6.7h 11.lk 0 .(k: 11.(1,: 11 .H,: ~1.7a 11.111, 11.(Jh 0 .11h (l.llh l.~h li .Oh 
~ \\1,.'1..."h., ï7 ..J,1 ::! . .'d .1(,. lh ~ .4d,· O.Of l~ .7cd ::-.,n,· 'ltl . l :1 li .Oh ()J)I, li.Oh li.Oh 1..'h 0 .11h 
•;.; ni° 1..·,rl:1111 :-. 
,,i1h 1,: ,,:d 1..·:11lu , 
..1 \\1,.',:h., 11 .(1,· 5.J .. lh •J::! .2:t 'J) .S:1 hS. I h •J2 .1.t lj- ~ :t 11.1~1 .'S.ll.1h .. ,11. lah -t-l .2:a 111.(,· 39 .. l;ih 2--l.hh 
s \\1,.· .... ·h. :-- 11.0,: <,2.Xh •J-Ul.1 IIKl:t <>S .IJh ')3 .. ,:1 ll:,.. .• '\:1 "l~I Jil..'I,· ..l5.h;tl\l,,: )K(l.1 
·' ·' ··''-" 
5:::! .0~,h .'h. llx· 
i\1t..·: 11h ;tr\..' ha,L·d ,,11 c.J(l uh~crva1in11..;. t..'UITCSfklll<li11g 10 Iwo fl..'J"-.'IÎIÎnn, ,,f -l X ~,pl:111i:-. 1x·r 1rca1m~111 at -1 momh int~rval (se~ h:xt for 1nor..: 
i11fon11: 111t 111). Sq1:tr:1tt.:ly for t..':1ch ~111:t..·i...:~. kucrs wi1hin cach row di~tin~ui~h 111c;11 h which .in: ~Îfnîlit..·anll~ Jiffc.:n:nt al th~ 5'1( k\'d (X 2-
l'~:cr""" a 11J LSD 1e,1'). 
The production or a spongy callus at the base of the 
microcutti ngs was more pronounced for A. 111w1gi1m1 
than for P falcawria. This response was significamly 
influenced aftcr 4 and 8 weeks of culture by the diffèr-
ent grow th regulator combinat ions tested (p < 0.001 ). 
Except for the contrai. all induced callus formation 
with lower scores for BA + Kinetin combinations on 
A. 111<111giw11. and for BA 4.411M + Kinetin 2.311M on 
P falcmaria. 
The plant growth reg ulators tested in thi s swdy 
were originally se lected with a view to impro,·ing 
the capacity for micropropagation of A. 111a11giw11 and 
P fu/c(l/aria. giving th e refore more importance to 
shoot formation than to root forma ti on. Previous ob-
serva tions e stabli shed thal /\. 11wngi11111 ex plants may 
respond we ll to cytokinins (usually 4.4 11M BA) by 
produc ing a large numbe r or axillary huds (Darus , 
199 1: Galiana et al.. 1991 ). but furth e r developmenl 
of these buds into e longated shoots to allow multipli -
cati on has so rar bccn problcmatic . In forma tion from 
the litcraturc (Du ho ux cl al., 1986: Ra o and Pra ,ad. 
199 1: Sc 111 suntud and Nitiwatta11:1chai . 199 1 ). a nd 
from prcliminary experiments prompted us to opt for 
BA combine<l with Kinetin. IBA and NAA at the ex-
peri mental concentrations tested. that corresponded to 
weight ratios of 2 and J .6 suitable to promote new 
shoot elongation (George and Sherrington, 1984 ). 
The predominance of the cytokinins may be re-
sponsible for the inhibition of adventitious root fonn a-
tion compared to the con trai , as previously reported 
(Galiana et al. , 1991: Van Staden and Ha1ty, 1988). 
This negative influence of cytokinins on adventitious 
rootin g appeared to be particularly dominant for Pfal-
rnwria with a total inhibition of rooting ability, even 
when BA was associated with th e auxins ISA or NAA. 
contr:iry to what was observed for A. 111a11giu111 . Jn -
te resting ly. the occurrence of basa l callus formation 
tends to demonstrate that the ti ssues from the base or 
A. 111a11g i11111 microcuttings were overa ll more respon -
sive to the various BA-aux in combinat ions tested than 
th ose or /J falcawria. This rcsponsiveness concerned 
1101 only callus and rool formation . but also the ca-
pacity for ha~al shoot produc tion noticeably enhanccd 
for A . 111w1 .~ i11111 ,1·hen cx poscd to 4.4 tdVI BA + '.?..5 
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/ . . l M  I B A  o r  2 . 7  1 i M  N A A .  F r o m  a  p r a c t i c a l  p o i n t  o f  
v i e w .  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  m i c r o c u t t i n g s  t o  p r o d u c e  b a s a l  
s h o o t s  h a s  t o  b e  c o n s i d e r e d  a s  t h e  m o s t  r e a l i s t i c  w a y  
t o  i m p r o v e  t h e  m u l t i p l i c a t i o n  r a t e s ,  c s p e c i a l l y  w h e n  
u s i n g  a s  e x p i a n t  s i n g l e  n o d e  m i c r o c u t t i n g  f r o m  w h i c h  
o n l y  o n e  s i n g l e  a x i l l a r y  s h o o t  c a n  b e  e x p e c t e d .  T h i s  
i s  p a r t i c u l a r l y  t r u e  f o r  P  _ ( ( l f r n t ( l r i ( I  c o n s i d e r i n g  t h a t  
f o r  t h i s  s p e c i e s  a l m o s t  a i l  t h e  c x p l a n t s  g a v e  r i s e  t o  
a x i l l a r y  s h o o t s  i n  t h e  a b s e n c e  o r  a n y  g r o w t h  r c g u l a t o r .  
H o w c w r .  h i s t o l o g i c a l  i n v e s t i g a t i o n s  a r c  s t i l l  n c e d e d  
t o  d c t c r m i n e  t h e  a x i l l a r y  o r  t h e  a d v e n t i t i o u s  o r i g i n  o r  
t h c s c  b a s a l  s h o o t s .  \ \ " h i c h  r e m a i n s  a  b a s i c  q u e s t i o n  
c s p c ~ · i a l l y  f o r  g e n o t y p i c  s t a b i l i t y .  
T h e  d i f f e r e n c c s  h c t w c e n  d a t a  r c c o r d e d  a f l c r  4  a n d  
8  " · c c k s  r e l k c t  t h e  t i m e  n c e d e d  f o r  t h e  e x p l a n t s  t o  
p r o d u c e  n e w  v i s i b l e  m o r p h o g e n e t i c  f e a t u r e s  r u r t h e r  
L o  t h e i r  e x p o s u r e  t o  t h e  g r o w t h  r e g u l a t o r s .  A s  s h o w n ,  
t h i s  c o u  I d  v a r y  a c c o r d i n g  L o  t h e  m o r p h o g e n i c  t r a i t  a n d  
t h e  s p e c i e s  c o n c e r n e d .  a n d  m a y  p r n v i d e  i n f o r m a t i o n  
t o  d e t e r m i n e  t h e  m o s t  s u i t a b l c  t i m e  r o r  t r a n s r e r r i n g  
t h e  c u l t u r e s  o n t o  a  f r c s h  m e d i u m .  n o t w i t h s t a n d i n g  
t h e  i n ! l u e n œ  o r  t h e  c o n s t i t u t i o n  o r  t h e  b a s a l  c u l t u r e  
m e d i u m  I  i a h l e  t o  c h a n g e  d u r i  n g  t i  m e  c o u r s e  ( M i  n o c h a .  
1 9 S 7 a . h ) .  
C o n c l u s i o n  
T h e  c u r r e n t  s t u d y  p r o v i d e s  a  l o t  o f  i n d i c a t i o n s  r e g a r d -
i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  d i f f e r e n l  m a e r o e l e m e n t  s o l u t i o n s  
a n d  g r o w t h  r e g u l a t o r s  o n  v a r i o u s  m o r p h o g e n i c  t r a i t s  
f o r  A .  1 1 1 a n g i 1 1 1 1 1  a n d  P  f a f c a t a r i a  m i c r o c u l t i n g s  i n  
1 · i 1 r o .  S u c h  i n f o r m a t i o n .  l a c k i n g  f r o m  t h e  l i t e r a t u r e  
s o  f a r .  e s p e c i a l l y  f o r  P  j , i f r n w r i a .  c a n  b e  u s e d  a s  
g u i d e l i n e s  L o  d e v e l o p  p r o t o c o l s  m o r e  s u i t a b l e  f o r  a  
c e r t a i n  t y p e  o f  m o r p h o g e n e s i s  i n  v i t r o ,  d i s t i n g u i s h i n g  
b a s i c a l l y  b e t w e e n  c a u l o g e n e s i s  a n d  r h i z o g e n e s i s .  F o r  
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